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oo Prefacio a la 
La? Y octava edición 


Cincuenta y ocho años han transcurrido desde que salió de la imprenta, en 1960, la 
primera edición del libro de Bioquímica escrito por el Dr. José Laguna. Durante el 
transcurso de estos años, se han elaborado siete ediciones de esta obra con el nombre de 
Bioquímica de Laguna. 

Las primeras dos ediciones las escribió el Dr. José Laguna García; las dos siguientes 
fueron editadas y actualizadas por uno de los alumnos más destacados del Dr. Laguna, el 
Dr. Enrique Piña Garza y sólo a partir de la quinta edición se tomó la decisión de invitar 
a varios profesores e investigadores para actualizar el contenido de este libro de texto. 

Dado el papel que el Dr. Piña ha jugado en mantener y actualizar, además de coordinar 
los trabajos para las diferentes ediciones, los actuales editores de la Octava Edición de la 
Bioquímica de Laguna, han decidido cambiar el título de esta obra al de Bioquímica de 
Laguna y Piña, haciendo un reconocimiento a la labor del Dr. Piña, quien es Profesor 
Emérito de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional Autónoma de México y 
miembro destacado del Sistema Nacional de Investigadores, la Academia Nacional de 
Medicina, la Academia Mexicana de Ciencias y la Sociedad Mexicana de Bioquímica. 

El trabajo que los Doctores Laguna y Piña desarrollaron en la Facultad de Medicina al 
editar este libro fue piedra angular para que la Bioquímica se considerara como una 
disciplina básica en la formación de los estudiantes de Medicina en México. 

No debe olvidarse que los primeros laboratorios de Bioquímica o Química Fisiológica, 
como se les denominó en un inicio, surgieron en las principales universidades del mundo 
a principios del siglo XX en las Escuelas de Medicina, no en las de Química o de 
Biología. Por esta razón, puede decirse sin faltar a la verdad, que la Bioquímica es tal 
vez la rama de la Medicina que más ha impactado nuestra vida cotidiana, revolucionando 
no solo la medicina, sino dando pie al surgimiento de muchas otras áreas del 
conocimiento, baste solo mencionar algunas como la ingeniería genética, la biología 
molecular o las ahora denominadas ciencias genómicas; todas ellas herederas directas de 
los laboratorios de Bioquímica. 

En este sentido, la obra que inició el Dr. Laguna y que continuó el Dr. Piña adquiere 
relevancia por el impacto que tuvo en la vida académica y científica del país, ya que 
desde su origen consideró a la Bioquímica como una disciplina fundamental, por un lado, 
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para los estudiantes, no sólo de Medicina, sino de todas las ramas del conocimiento 
derivadas de las Ciencias de la Vida, y por otro, para los profesores e investigadores que 
se vieron motivados por la generación del conocimiento y la transmisión del 
conocimiento. 

Por estas razones y tratando de mantener esta tradición académica, la Editorial El 
Manual Moderno, la Facultad de Medicina y los editores han puesto un especial empeño 
y cuidado en esta Octava Edición que incluye por primera vez figuras a todo color, así 
como nuevos capítulos, preguntas de reforzamiento y conceptos clave, esperando haber 
cumplido con este objetivo y mantener viva la pasión por la Bioquímica. 


Federico Martínez Montes 


Juan Pablo Pardo Vázquez 
Héctor Riveros Rosas 
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Es? o a la séptima edición 


Es un gusto para los autores de esta obra, presentar la séptima edición de la Bioquímica 
de Laguna, aunque también con mucho pesar debemos informar a nuestros lectores, que 
el ilustre doctor y profesor emérito José Laguna García, falleció el pasado 27 de julio del 
2011. Sin embargo, no está de más señalar que el Dr. Laguna dejó una huella imborrable 
en el desarrollo de la Bioquímica en México. 

El Dr. Laguna ingresó a la entonces Escuela Nacional de Medicina de la hoy UNAM en 
1937, a la edad de 16 años y se entrenó en gastroenterología con el Dr. Raoul Fournier 
Villada, con quien publicó su primer trabajo científico a los 20 años de edad, aún antes 
de recibir su título de médico cirujano en 1943. Posteriormente obtuvo una beca de la 
Fundación Luz Bringas que le permitió de 1947 a 1948, entrenarse como investigador en 
la División de Laboratorios del Children's Medical Center y el Departamento de Pediatría 
de la Escuela de Medicina de Harvard en Boston, en donde además tomó cursos de 
Química Orgánica, Fisiología, Bioquímica y Fisicoquímica que complementaron su 
formación. Es aquí donde envió a publicar sus primeros trabajos de investigación original 
a nivel internacional. A su regreso a México, se incorporó al laboratorio del maestro José 
Giral Pereira, en la Escuela de Ciencias Químicas de la UNAM. En 1950, con una beca 
de la Organización Mundial de la Salud, se especializó en Bioquímica en el Rowett 
Research Institute de la Universidad de Aberdeen en Escocia. Ese mismo año fue 
nombrado miembro de la Biochemical Society de Londres. A su regreso en 1951, fue 
designado jefe del Laboratorio de Bioquímica y Estudios Metabólicos del Hospital de 
Enfermedades de la Nutrición, coordinado por el Dr. Salvador Zubirán, e inicio su 
cátedra de Bioquímica en la Facultad de Medicina de la UNAM. Fue también Jefe de la 
División de Investigación Biológica de la Industria Nacional Químico-Farmacéutica, 
institución responsable de la producción nacional de la recién desarrollada vacuna “Salk” 
contra la poliomielitis. En la UNAM, logró establecer el primer laboratorio de 
investigación en Bioquímica, y a partir de 1957, el Dr. Laguna fue designado Jefe 
Departamento de Bioquímica de la UNAM, en la Facultad de Medicina. En este período, 
obtuvo importantes donativos para investigación de los EEUU, incluyendo $125 000 
dólares por 5 años de la Fundación Rockefeller, con lo que logró adquirir ultracentrífugas 
refrigeradas, espectrofotómetros, así como múltiples reactivos y materiales necesarios 
para los proyectos de investigación. Aquí es importante destacar que todo esto lo logró 


booksmedicos.org 


en una época en que los apoyos para la investigación en México prácticamente no 
existían. De hecho, gracias a su perseverancia, se organizó el primer Programa de 
Doctorado en Bioquímica en México, y se fundaron también, en 1957, La Sociedad 
Mexicana de Bioquímica y la Sociedad Mexicana de Ciencias Fisiológicas, dos años antes 
incluso, de la creación de la ahora Academia Mexicana de Ciencias. 

El Dr. Laguna poseía una extraordinaria capacidad de convencimiento, lo que le 
permitió no solo obtener los donativos para investigación antes mencionados, sino 
también para rodearse de un numeroso grupo de estudiantes talentosos, que contagiados 
por el entusiasmo y carisma de su mentor, se enfrascaron en la “locura” de hacer 
investigación en Bioquímica, en una época en que las circunstancias parecían a todas 
luces desfavorables. Se encargó de organizar frecuentes cursos y conferencias impartidos 
por destacados investigadores extranjeros como por ejemplo, Philip P. Cohen (Doctor 
Honoris causa por la UNAM), Sir Hans Krebs (Premio Nobel 1953), Edward L. Tatum 
(Premio Nobel 1958), Abraham White (Doctor Honoris causa por la Yeshiva Universita 
y la University of Denver), Henry Lardy (Profesor Emérito por la University of 
Wisconsin-Madison), entre otros destacados investigadores, así como de lograr que sus 
alumnos de posgrado realizaran estancias de investigación en los laboratorios de dichos 
profesores. De hecho, hoy en día, una proporción muy importante de los investigadores 
más destacados en el área de la Bioquímica en México, son alumnos directos o de 
segunda y tercera generación del Dr. Laguna; seis de ellos incluso, han sido nombrados 
profesores o investigadores eméritos: Victoria Chagoya, Marietta Tuena, Armando 
Gómez Puyou, Antonio Peña Díaz, Enrique Piña Garza y Adolfo García Sainz. 

Sin embargo, las contribuciones del Dr. Laguna no sólo se centraron en la 
investigación; por lo que se refiere a la docencia, se encargó de modernizar la enseñanza 
de la Bioquímica, renovó la plantilla de profesores, instituyó los exámenes 
departamentales con carácter obligatorio, los cuales debían ser resueltos tanto por 
alumnos como por profesores; diseñó nuevas prácticas para los laboratorios de 
enseñanza acordes a los últimos avances de la Bioquímica; re-estructuró el plan de 
estudios de la materia en colaboración con el Dr. Jesús Guzmán, y se encargó de escribir 
y publicar en 1960, el primer libro de Bioquímica en México, escrito en idioma español 
dirigido a los estudiantes de nivel licenciatura y adaptado al nuevo plan de estudios que la 
materia, el cual fue adoptado posteriormente (texto y programa) en muchas otras 
instituciones educativas. Ese mismo libro, es el que presentamos ahora en su Séptima 
Edición, cincuenta y tres años después. Los avances de la Bioquímica han sido muy 
notables desde ese entonces, téngase presente por ejemplo, que fue apenas en 1960 
cuando Francis Crick, Sydney Brenner y Francois Jacob predijeron la existencia del RNA 
mensajero; o cuando Francois Jacob, David Perrin, Carmen Sánchez y Jacques Monod 
propusieron la hipótesis del operón; o cuando Max Perutz y John Kendrew reportaron 
por primera vez la estructura cristalográfica de una proteína: la hemoglobina y 
mioglobina. La elucidación del código genético por ejemplo, se completó apenas en 1965. 
Así, la Bioquímica se ha desarrollado en gran medida a la par de la obra Bioquímica de 
Laguna, y por ello, se han hecho múltiples cambios a lo largo de sus distintas ediciones. 
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En esta ocasión, decidimos incluir tres capítulos sobre las bases bioquímicas de tres 
importantes problemas de salud contemporáneos: cáncer, diabetes-síndrome metabólico y 
envejecimiento-enfermedades neurodegenerativas, además de otro capítulo sobre los 
mecanismos de transducción hormonal que era uno de los grandes ausentes en las 
pasadas ediciones de la Bioquímica de Laguna. Con respecto a este último tópico, quién 
mejor que el investigador emérito Adolfo García Sainz escribiera un capítulo al respecto. 
Por lo que se refiere a los capítulos sobre problemas de salud, se invitó a las Doctoras 
Patricia Ostrosky, Cristina Fernandez y Clorinda Arias a contribuir con un capítulo cada 
una de ellas. Los diferentes tipos de cáncer, cuyas bases bioquímicas son expuestas en 
detalle por los Drs. Emilio Rojas y Patricia Ostrosky, son responsables de la muerte de 
casi 7 millones de personas al año en el mundo, y se estima que para el 2020 cobrará la 
vida de más de 10 millones. Por lo que respecta a las consecuencias de la diabetes 
mellitus y el síndrome metabólico, éstas se encuentran también entre las principales 
causas de mortalidad en México y el mundo. Se estima por ejemplo que sólo en México, 
existen entre 6.5 y 10 millones de personas con diabetes. De hecho, México ocupa el 
segundo lugar en obesidad a nivel mundial, lo que puede explicar al menos en parte, la 
alta prevalencia de diabetes y síndrome metabólico en la población mexicana. Todo esto 
tendrá consecuencias muy importantes para todos los sistemas de salud en el mundo, y 
es por ello que los médicos actuales deben tener los mejores elementos para diagnosticar 
y tratar a este tipo de enfermedades, los que se proporcionan en el capítulo escrito por la 
Dra. Cristina Fernández, quien expone a detalle las alteraciones metabólicas asociadas a 
estos padecimientos. Por otro lado, los avances en los sistemas de salud, han permitido 
que la esperanza de vida en la población general se haya más que duplicado en los 
últimos cincuenta años en casi todo el mundo. Este proceso de envejecimiento de la 
población enfrenta a los profesionales de la medicina con nuevos retos como son las 
enfermedades neurodegenerativas, amén del propio proceso de envejecimiento en sí, 
cuyas bases bioquímicas son expuestas por las Doctoras Clorinda Arias y Angélica 
Zepeda. Así, esta obra pretende, como en las ediciones anteriores, proporcionar a los 
médicos en formación, las bases científicas necesarias para desarrollar con éxito la nueva 
medicina. Esperamos poder cumplir con este propósito. 


José Laguna; 

Juan Pablo Pardo Vázquez 
Héctor Riveros Rosas 
Federico Martínez Montes 
Enrique Piña Garza 
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En el estado actual de la medicina y de la enseñanza de la medicina, es satisfactorio, al 
escribir esta introducción, no tener que explicar por qué es importante la bioquímica en la 
preparación y adiestramiento del médico. Aquí, sólo debe explicarse la razón de este libro 
y de las peculiaridades que posee para justificar su existencia simultánea a numerosos y 
excelentes textos y obras de consulta sobre esta materia. 

Este libro es un libro de texto, especialmente escrito para estudiantes de medicina. Es 
un libro en el que se tiende, por todos los medios posibles, a grabar en lamente del 
estudiante que la bioquímica es una ciencia básica de la carrera de medicina, que le será 
de utilidad para alcanzar su más preciado deseo: ser un buen médico. De este modo, sin 
entrar en detalles de clínica o patología, no se desaprovecha oportunidad para poner de 
manifiesto la proyección de la bioquímica en la práctica médica, pero evitando al máximo 
el que el estudiante confunda la bioquímica con los análisis clínicos, situación observada 
con frecuencia en nuestro medio. 

En esta obra se ha tratado de presentar el estado actual de conocimientos, en forma 
integral y conceptual; se ha evitado la presentación prolija de experimentos específicos, 
aun sabiendo que ellos son la base y arranque de toda ciencia; el análisis de los 
experimentos individuales sólo se ha usado para derivar conceptos y secuencias de 
significado e implicaciones generales, etc. Este tipo de presentación puede tender al 
dogmatismo, pero para un estudiante es mejor adquirir una impresión congruente y sólida 
de un conjunto de conocimientos. Es en la cátedra donde deben señalarse las dificultades 
para integrar y armonizar los datos individuales en un mundo científico que tiende al 
análisis, al desmenuzamiento y a la sobreespecialización. Conviene más inculcar en los 
jóvenes médicos una actitud razonable de seguridad, que la postura de la duda 
permanente y del planteamiento de incógnitas, que aun siendo las mejores armas del 
investigador, pueden restar firmeza y convicción al médico así preparado. 

Este libro se escribió suponiendo, en el estudiante, un caudal previo de conocimientos, 
relativamente modesto, tanto en el terreno de la fisicoquímica como de la química. Por 
esta razón se hacen referencias constantes a estos temas básicos, en el lugar más lógico 
de presentación, y cuando se hace más necesario el conocerlos para entender fenómenos 
o hechos de mayor trascendencia. 

En esta obra se han hecho esfuerzos de integración con otras disciplinas médicas. Ya se 
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señaló la tendencia a demostrar su aplicación constante en medicina. Además, se ha 
tratado de hacer la máxima integración con la fisiología, especialmente en los aspectos de 
secreciones digestivas, respiración, metabolismo del agua, funciones hormonales, etc. 

En este texto existe un orden particular con el que se ha abordado el estudio de los 
grandes temas: Reacción química, Enzimas, Energética, Química y Metabolismo de 
carbohidratos, de lípidos, de proteínas, etc. La razón de esta secuencia es que, en 
nuestras manos, en el Departamento de Bioquímica, así se ha logrado atraer el máximo 
de atención, interés y buena voluntad de parte del estudiante. Este orden no es sino el del 
programa oficial de nuestro curso para estudiantes de segundo año de la carrera, y 
representa la versión actual de un programa modificado y ensayado, hasta lograr lo que, 
por el momento, produce la máxima respuesta de entusiasmo y aprovechamiento por los 
propios estudiantes. A este respecto debe señalarse un aspecto importante: el programa, 
su orden, su contenido, su desarrollo, todo lo que en principio forma el esqueleto real de 
este libro, es obra de todos los profesores de este Departamento de Bioquímica, todos 
ellos investigadores, preocupados por la ciencia y la enseñanza; todos cortados por un 
ideal común: obtener médicos preparados científicamente. Es satisfactorio nombrarlos: 
doctores Gilberto Breña, Guillermo Carbajal, Félix Córdoba, Federico Fernández 
Gabarrón, Carlos Gitler, Jesús Guzmán, Alejandro Hernández, Guillermo Massieu, 
Horacio Olivera, Raúl Ondarza, Carlos del Río, Guillermo Soberón, José Suárez Isla, 
Juan Urrusti. Uno de ellos, Jesús Guzmán, participó en algo más que elaborar o discutir 
cuidadosamente los programas en que se basa el libro: con paciencia inagotable leyó todo 
el manuscrito, señaló y suprimió errores, aclaró conceptos, mejoró el estilo; es, en gran 
parte, responsable de las bondades que pueda tener esta obra. 

Deseo también agradecer a la señorita Carmen Imay la ardua labor de transcripción y 
mecanografía, y a la señorita Q.B.P. Guadalupe Villaseñor su valiosa ayuda en la revisión 
bibliográfica, y la recopilación y agrupación de material para las tablas. Asimismo, mi 
reconocimiento a diversas editoriales que autorizaron la reproducción de material de 
figuras y tablas. Mi agradecimiento especial a La Prensa Médica Mexicana por su 
colaboración constante durante la preparación del libro; entre sus miembros destacan, 
especialmente, el doctor Jorge Avendaño Inestrillas, encargado de la difícil producción, y 
quien atendió infinito número de detalles y problemas; el señor Juan B. Climent, a cuyo 
cargo corrió la tarea tipográfica, y la Sra. Carolina Amor de Fournier, factor de estímulo 
para quienes concurrieron a la realización de este libro. 

José Laguna 
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El agua, el oxigeno y la vida 


Capítulo 1. El mundo de la célula 

Capítulo 2. Propiedades fisicoquímicas del a 
Capítulo 3. Metabolismo del agua y los electrólitos 
Capítulo 4. Regulación del equilibrio ácido-base 
Capítulo 5. Bioquímica de la respiración 

Capítulo 6. Balance energético y nutrición 
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qn. Capítulo 1 


o El mundo de la célula 


Héctor Riveros Rosas, Adriana Julián Sánchez, Alfonso Cárabez Trejo 


e Todos los organismos están formados por células 

e Origen y evolución de las células 

e Tamaño de las células 

e La célula mejor estudiada: procariota granmmegativo Escherichia coli 
e Núcleo de los eucariotas: genoma 

e Principales componentes estructurales de las células eucarióticas 

e Membrana plasmática 

e Citosol 

+ El núcleo de los eucariotas contiene el genoma 

e Ribosomas y la síntesis de proteínas 

e Retículo endop lasmático 

» El aparato de Golgi (o complejo membranal de Golgi): procesamiento postranscrip cional de proteínas 
e Los lisosomas contienen enzimas hidrolíticas 


e Los peroxisomas destruyen el peróxido de hidrógeno (H202) 


e Las mitocondrias: fuente de energía de las células eucarióticas aeróbicas 
e Citoesqueleto 

e Cilios y flagelos 

e Utilidad de las células y de los organismos en estudios bioquímicos 


e Centrifugación diferencial 
° Estudios in vitro 


conceptos clave 


Í La célula (del latín cellula, “celdilla”) es la unidad estructural y funcional de todos los seres vivos, y corresponde a la mínima 
unidad que puede realizar todas las reacciones químicas (metabólicas) que le permiten mantenerse y replicarse por sí misma gracias 
a que posee toda la información genética de un individuo. 


2 Procariotas (del griego pro “antes”; y karyon “nuez” o “núcleo”) son todos aquellos organismos cuyas células carecen de un núcleo 


o envoltura nuclear que separe su material genético o DNA del citoplasma. La inmensa mayoría son organismos unicelulares y se 
dividen en dos dominios fundamentales, bacterias y archaeas. 


3 Eucariotas (del griego eu “bien” o “verdadero”; y karyon “nuez” o “núcleo”) son todos aquellos organismos cuyo DNA o material 
genético está separado del citoplasma por un núcleo o envoltura nuclear. Comprende tanto organismos unicelulares como 
multicelulares, y se clasifican en los reinos animalia, fungi, plantae y protozoa. Todos ellos en conjunto conforman el dominio 
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eucaria. 


4 La bacteria Escherichia coli, que comprende tanto organismos patógenos como de vida libre, es el procariota mejor estudiado. Su 


genoma fue secuenciado por primera vez hace más de 30 años y ahora se conoce el genoma completo de más de 400 cepas, los 
cuales contienen entre 4000 y 6000 genes cada uno. 


5 Microbiota (del griego mickrós “pequeño” y bioté “vida”) es el conjunto de microorganismos que habitan en un ecosistema; en 
medicina, se refiere a la comunidad de microbios que habitan dentro de un individuo. El microbioma (griego mickrós “pequeño”, 
bios ‘vida y om “oma”) comprende a todo el material genético contenido dentro de la microbiota. Es importante destacar que el 
número de genes contenido en el microbioma de un individuo sobrepasa por mucho al del genoma humano, en una proporción de 
100 a 1, y puede cambiar en el transcurso de la vida de un individuo. 


El estudio de los seres vivos es tan complejo que resulta indispensable realizarlo en 
pequeñas unidades de información. Los cambios químicos que suceden en cada 
organismo son estudiados por la bioquímica, y constituyen la base de la vida y sus 
manifestaciones. Todo ello, desde luego, no sucede en abstracto, sino que ocurre en el 
seno de los seres vivos. Este capítulo ofrece un breve análisis morfológico y descriptivo 
de la célula, unidad funcional y estructural de los seres vivos, en la cual se efectúan todos 
los cambios químicos que les permiten a éstos vivir. Se espera que el lector, además de 
comprender los cambios químicos, los ubique en el compartimiento celular en que se 
realizan, y aprecie e integre los inseparables aspectos moleculares y morfológicos de cada 
célula. El reconocimiento de la relación entre la estructura molecular y la función celular 
es fundamental para estudiar las células vivas, piedra angular de la bioquímica. 

Casi todo el avance del conocimiento del mundo natural es resultado de la invención de 
un nuevo instrumento, o de la aplicación de uno ya existente a un nuevo contexto. Uno 
de estos avances ocurrió a finales del siglo XVI y principios del siglo XVII, cuando Hans 
y Sacharias Janssen fabricaron el primer microscopio compuesto. Dicho invento abrió las 
puertas a un nuevo mundo desconocido hasta ese entonces: el mundo microscópico. 
Posteriormente, Antonie van Leeuwenhoek desarrollo en Holanda, un método para 
fabricar lentes esféricas de alta calidad, las cuales utilizó para realizar observaciones muy 
detalladas de estructuras microscópicas, las cuales publicó en una serie de cartas enviadas 
a la Royal Society de Londres a partir de 1673. 

D 

© Sus microscopios alcanzaron una resolución tal que le permitieron ser la primera persona en 

describir la existencia de protozoarios, bacterias y espermatozoides. Robert Hooke en Londres por su 
parte, utilizó un microscopio que él mismo diseñó para examinar diversas estructuras microscópicas, 
incluyendo un delgado corte de corcho. Los dibujos de sus observaciones los publicó en 1665 en el 


libro Micrographia, en donde empleó por primera vez la palabra célula, para referirse a las pequeñas 
cavidades polihédricas que conforman la estructura del corcho, un tejido vegetal (figura 1-1). 
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Figura 1-1. Microscopios utilizados para realizar las primeras observaciones de células en el siglo XVI. (A) 

Réplica del microscopio de un lente empleado por Antonie van Leewenhoeck (1632-1723) para realizar las 

primeras observaciones de bacterias, como las obtenidas a partir de muestras bucales. (B) Ilustración que 
muestra un esquema del microscopio compuesto de Robert Hooke (1635-1703), así como la portada del libro 
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“Micrographia”, publicado en 1665 y que corresponde a su obra más conocida. En ella se incluyen ilustraciones 
de estructuras microscópicas elaboradas por él mismo, como por ejemplo las “células” que componen la 
estructura del corcho. Robert Hooke fue el primero en proponer el uso del término “célula” dentro de un contexto 
biológico. Imágenes cortesía de Jeroen Rouwkema y de la Royal Society of London (panel A) y Octavo 


Corporation y Warnock Library (panel B; http://www.rarebookroom.org/). 
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Todos los organismos están formados por células 


Casi 150 años después de las observaciones de Robert Hooke, Matthias Schleiden 
propuso que la estructura de todos los tejidos de las plantas se basaba en una 
organización constituida por células. Poco después, Theodor Schwann amplió la idea, al 
señalar que todos los tejidos animales también estaban organizados por células, y 
propuso que la unidad fundamental de la vida era la célula. 

La teoría celular moderna puede resumirse en los siguientes cuatro postulados: 


1. Las células producen toda la materia viva. 

2. Las células provienen de otras células. 

3. El material genético requerido para el mantenimiento de las células existentes y para 
la generación de nuevas células pasa de una generación a otra. 

4. Las reacciones químicas de un organismo, es decir, el metabolismo, se realizan en 
las células. 


booksmedicos.org 


Origen y evolución de las células 


No obstante la gran diversidad que manifiestan los seres vivos que habitan el planeta, 
todos ellos comparten características comunes que nos permiten concluir que todos ellos 
derivan de un mismo ancestro común. Se estima que la vida en la Tierra se generó poco 
después de la formación de ésta hace 4 500 millones de años. De esta forma, se calcula 
que el último ancestro común la habitó hasta hace 4 200 millones de años. 


~ 

O, 

De este ancestro, surgieron los dos dominios o grupos de organismos unicelulares más distintos 
entre sí: el dominio de las eubacterias o simplemente bacterias, y el dominio de las archaeobacterias o 
sólo archaeas. Estos dos dominios están conformados por células de tipo procariota debido a que 
carecen de núcleo. 


Las bacterias suelen habitar en los suelos, la superficie de las aguas y los tejidos de 
otros seres vivos o muertos. Las archaeas son, en comparación, de reciente 
descubrimiento, y por ello se han estudiado en menor medida. Se describieron al inicio 
habitando en condiciones extremas, como lagos salados, ojos de agua con pH ácido o 
temperatura elevada, o regiones profundas del océano, aunque ahora se sabe que poseen 
también una amplia diversidad de hábitat. Dentro de cada uno de estos dos dominios se 
encuentran numerosos subgrupos que se distinguen por el ambiente en que se desarrollan 
y al cual se encuentran mejor adaptados. En algunos de esos ambientes hay oxígeno en 
abundancia, por lo que los organismos que viven en ellos tienen metabolismo aerobio. 
Otros están prácticamente privados de oxígeno, lo cual fuerza a los organismos residentes 
a realizar su metabolismo en ausencia de esta molécula, por lo que se les llama 
anaerobios; los organismos anaerobios estrictos mueren en presencia de oxígeno. 


3) 

© A continuación, un evento de fusión o simbiosis entre una archaea y una bacteria dio origen al 
tercer dominio de seres vivos, los eucariotes. Dicho evento se estima ocurrió hace más de 2 000 
millones de años. De dicha fusión, la bacteria simbiótica ancestral se alojaría en el seno de la archaea y 
se convertiría en lo que ahora se conoce como mitocondria. De esta forma, todas las células eucariotes 
son el resultado de la herencia de dos genomas distintos, uno proveniente de la bacteria ancestral y otro 
del archaea. En términos generales, los eucariotes guardan de las archaeas los genes responsables de la 
duplicación del DNA, la transcripción del RNA y la síntesis de proteínas, mientras que del genoma 
bacteriano se conserva mayoritariamente, los genes que dan lugar a la síntesis de enzimas y otras 
actividades metabólicas. Eventos de fusión adicionales dieron lugar a otros organelos como por 
ejemplo, el cloroplasto en plantas (derivado de una cianobacteria ancestral). De hecho, es importante 
tener presente que, a lo largo de la historia de los seres vivos, la transferencia horizontal de genes entre 
diferentes especies, ha sido un evento recurrente (figura 1-2). 
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Figura 1-2. Ilustración que muestra la compleja historia natural de los diferentes dominios de seres vivos. A partir 
de lo que se denomina como último ancestro común, dos grupos distintos surgieron, dando lugar a las bacterias y 
las archaeas. Eventos de simbiosis entre una archaea ancestral y bacterias dieron lugar a las células eucarióticas y 
el surgimiento de organelos como las mitocondrias y los cloroplastos. Es notorio el complejo enramado que 
representa los distintos eventos de transferencia horizontal de genes que han ocurrido a lo largo de la historia de 
los seres vivos. Figura modificada de WF Doolittle (1999) Science 284: 2124. 
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Tamaño de las células 


La mayor parte de las células son de tamaño microscópico (figura 1-3). En general, las 
células animales y vegetales tienen dimensiones que van de 10 a 30 micras). Esta unidad, 
muy usada en los estudios de microscopia óptica, equivale a la milésima parte de un 


milímetro o la millonésima parte de un metro: 1 micra = 1 um = 0.001 mm = 1 x 107 
m), mientras que el tamaño de las bacterias suele ser de 1 a 2 um. Al parecer, el tamaño 
mínimo de la célula está definido por el menor número de biomoléculas que requiere para 
realizar sus funciones. El micoplasma, que es la bacteria más pequeña conocida, mide 
sólo 300 nanómetros (1 nm = 0.001 um = 1 x 107 m), con un volumen de 1074 mL; si 
un ribosoma mide 20 nm, entonces el micoplasma contiene unas cuantas decenas de 
ellos, y éstos ocupan una parte importante del volumen celular total. No obstante, a pesar 
de la aparente simplicidad del micoplasma, su estructura es en extremo compleja, como 
puede apreciarse en la figura 1-4. 
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Figura 1-3. Poder de resolución del ojo humano, microscopio fotónico (MF) y microscopio electrónico (ME). El 
eje vertical está en escala logarítmica para poder acomodar el tamaño de los objetos. El color más oscuro de las 
flechas de la derecha representa el límite de resolución estándar y el color más claro el límite de resolución en 
condiciones especiales. 
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Representación de una célula de Mycoplasma mycoides, con diámetro de sólo 250 nm. En el esquema 
destaca lo abigarrado del contenido celular, en el cual están representadas todas las macromoléculas a escala, de 
acuerdo a su concentración y formas reales dentro de la célula. Las principales macromoléculas mostradas son: 
1) hebras de DNA; 2) DNA polimerasa; 3) ribosoma; 4) piruvato deshidrogenasa; 5) ATP sintasa; 6) proteosoma; 

7) membrana plasmática; 8) cubierta de lipoglucano (cadenas de oligosacáridos unidos a los lípidos de la 
membrana). Ilustración cortesía de David S. Goodsell, Scripps Research Institute. 


En contraste, el volumen máximo de la célula parece estar determinado por la difusión 
de los solutos en sistemas acuosos. El acceso de los nutrimentos del medio a la célula 
está limitado por la velocidad de su difusión hacia todas las regiones del citoplasma. Una 
célula que requiere oxígeno para la liberación de la energía contenida en los nutrimentos 
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(organismo aerobio) debe obtener el oxígeno del medio, por difusión simple a través de 
su membrana. 

En una bacteria existe una proporción superficie/volumen muy grande, cada parte del 
citoplasma bacteriano se alcanza con facilidad por el oxígeno disuelto en el medio. 
Conforme la célula aumenta de tamaño, la relación superficie/volumen (figura 1-54) 
disminuye, hasta que llega el momento en que la velocidad de consumo de oxígeno es 
mayor que la de difusión del gas; esto establece el límite teórico para el tamaño que 
puede lograr una célula aeróbica. 

Hay excepciones en el tamaño celular debido a factores de difusión. Por ejemplo, para 
que el alga Nitella, cuyas células miden varios centímetros de longitud, y el alga Valonia 
ventricosa, cuyo diámetro es superior a 1 cm, puedan asegurar la accesibilidad de 
nutrimentos, el contenido citoplasmático, metabolitos, material genético, entre otros, 
deben ser vigorosamente “agitados” por un movimiento del citoplasma que produce un 
flujo de los elementos citoplasmáticos, llamado ciclosis. 

La forma de la célula también participa como un mecanismo compensatorio del tamaño 
celular. La menor relación superficie/volumen se da en la forma circular. Una célula en 
apariencia esférica puede presentar en su superficie plegamientos que contribuyen a 
aumentarla (figura 1-5B), lo cual facilita la captación de nutrimentos del medio externo y la 
excreción de desechos. Otras células tienen una relación superficie/volumen mayor, 
porque son de formas alargadas y muy delgadas, como las neuronas (figura 1-5C), que 
además presentan formas estelares y están muy ramificadas. 
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Figura 1-5A). Efecto del tamaño de la célula en la relación superficie/volumen. B). Las microvellosidades 
aumentan de forma considerable la superficie de absorción de las células intestinales. C) Las prolongaciones 
citoplasmáticas (dendritas y axones) de las neuronas incrementan el volumen y el tamaño de la célula, así como la 
distancia de interacción entre células. 
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La célula mejor estudiada: procariota gramnegativo 
Escherichia coli 


Aun cuando todas las células bacterianas comparten ciertos aspectos estructurales y 
funcionales, también muestran especializaciones específicas para cada grupo. Las 
bacterias gramnegativas (no se tien con el colorante de Gram) poseen una membrana 
externa y una membrana interna, así como una cubierta de peptidoglucano; las bacterias 
grampositivas (son positivas porque la pared celular capta el violeta de genciana, base del 
colorante de Gram) tienen sólo una membrana plasmática, y en ellas la cubierta de 
peptidoglucano es mucho más gruesa; las cianobacterias, aun cuando son un tipo de 
bacterias gramnegativas, presentan una capa de peptidoglucano mucho más resistente, así 
como un abundante y complejo sistema de membranas internas (endomembranas); por 
último, las arqueobacterias no poseen una capa de peptidoglucano. 

La pared celular, estructura rígida de unos 40 nm de grosor, evita que la célula se 
hinche cuando la concentración de metabolitos en su interior es mayor que la de solutos 
en el medio externo; esto se denomina condiciones hipotónicas, y en ellas se produce una 
presión osmótica intracelular que puede superar las 20 atmósferas; si no existiera la pared 
celular, entraría tal cantidad de agua en la célula que la delicada membrana plasmática 
terminaría por romperse. 


D 

2 La bacteria E. coli (figura 1-6A) por lo general es un habitante no patógeno del intestino de los seres 
humanos y otros mamíferos; es una eubacteria que mide alrededor de 2 um de longitud y poco más de 1 
um de diámetro; presenta una membrana externa y una capa de peptidoglucano (carbohidratos ligados 


con aminoácidos) localizada entre las membranas externa e interna que limita al citoplasma y al 
nucleoide (figura 1-6B). 


La membrana plasmática o membrana celular —cuya composición aproximada es 50% de 
proteínas y 50% de lípidos- y las otras capas localizadas por fuera de ella reciben el 
nombre de envoltura celular. La membrana plasmática de las eubacterias tiene una 
delgada capa de moléculas de lípido penetradas por una serie de moléculas de proteína. 
Las arqueobacterias y las eubacterias difieren en la composición lipídica de sus 
membranas. 

La membrana plasmática contiene proteínas capaces de transportar iones y compuestos 
hacia el interior de la célula y de acarrear productos y desechos celulares hacia el exterior. 

En la membrana externa de E. coli se observa una serie de estructuras como cabellos 
cortos llamados pili, por medio de los cuales la célula se adhiere a la superficie de otra 
(figura 1-6C). Algunas cepas de E. coli y otras bacterias móviles presentan una estructura 
más larga que los pili, llamada flagelo, que impulsa a la célula a través del medio acuoso 
en el que se encuentra. El flagelo alcanza varias micras de longitud, pero su diámetro es 
de apenas 10 a 20 nm, y se ancla a la membrana a través de una estructura proteínica 
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que gira en el plano de la superficie celular, generando un movimiento de rotación del 
flagelo. 

El citoplasma de E. coli contiene unos 15 000 ribosomas y cientos de copias de las 
diferentes enzimas necesarias para realizar sus procesos metabólicos; contiene cofactores 
y una gran variedad de iones. En ciertas condiciones, se acumulan polisacáridos en forma 
de gránulos o gotas de lípido, lo que indica abundancia de nutrimentos en el medio. El 
nucleoide (figuras 1-6C y 1-6D) posee una sola molécula de DNA circular. A pesar de que la 
longitud de la molécula de DNA de E. coli es casi 1 000 veces mayor que la misma 
célula, se encuentra empacada con proteínas y estrechamente plegada en el propio 
nucleoide, conformando una estructura no mayor de 1 um en su eje máximo. Además 
del DNA en el nucleoide, muchas bacterias tienen numerosos segmentos circulares de 
DNA libres en el citoplasma; estas estructuras se llaman plásmidos. Los plásmidos son 
fragmentos de DNA que parecen no ser esenciales para la vida celular, aunque confieren 
a la bacteria genes adicionales, por ejemplo, de resistencia a algunos antibióticos, y han 
resultado de gran utilidad para la investigación y manipulación genética. 
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Figura 1-6. La bacteria Escherichia coli es un habitante normal del intestino y uno de los organismos más 
estudiados. A) Imagen por computadora de una célula de Æ. coli, generada a partir del análisis de imágenes de 
microscopía electrónica de barrido, en donde se observan numerosos pilis y algunos flagelos en su superficie B) 
Esquema de una célula de E. coli en proceso de división celular. C) Dibujo en donde se observan los 
componentes internos de una célula de Æ. coli. D) Detalle de la estructura interna de E. coli (A es una ilustración 
creada por Alissa Eckert y Jannifer Oosthuizen, por cortesía de James Archer/Center of Disease Control; D es 
una ilustración creada por el Dr. David S. Goodsell, Scripps Research Institute, e incluida por cortesía del propio 
autor). 


En las bacterias existe una división (compartimentalización) primitiva de actividades. La 
envoltura celular regula el flujo de materiales hacia el interior y el exterior de la célula y la 
protege contra agentes nocivos presentes en el ambiente. La membrana plasmática y el 
citoplasma contienen las enzimas necesarias, tanto para el metabolismo energético como 
para la biosíntesis de precursores; los ribosomas sintetizan proteínas y el nucleoide 
almacena y transmite la información genética. La mayoría de las bacterias, aunque 
derivan de un progenitor, tienen una existencia independiente de las otras células; otras 
bacterias, por el contrario, tienden a asociarse en grupos o en filamentos. 
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Núcleo de los eucariotas: genoma 


Solo los eucariotas forman organismos multicelulares en los que existe una real división 
de las actividades entre los diferentes tipos de células. La célula (figura 1-7) es la unidad 
estructural y funcional de los organismos. Los organismos más pequeños son unicelulares 
y microscópicos, mientras que los organismos más grandes son multicelulares; por 
ejemplo, el nematodo Caenorhabditis elegans macho está formado por 1 031 células, la 
mosca de la fruta Drosophila melanogaster por alrededor de 6 000 células, y el cuerpo 


humano por cerca de 3.7 x 101% células. Si bien el número de células de un individuo 
cambia de manera notable entre organismos de distintas especies, dentro de una misma 
especie, el número de células que lo conforman no cambia de manera significativa a lo 
largo de la vida de un individuo. Así por ejemplo, la principal diferencia entre las células 
de una persona obesa y otra delgada, reside más en el aumento de volumen de las células 
adiposas, más que a un aumento en el número de células. 
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Célula animal (hepatocito) 


Figura 1-7. Esquema que ilustra los componentes típicos de una célula hepática o hepatocito, una de las células 
más estudiadas desde el punto de vista bioquímico y que tiene dos regiones diferentes en su membrana 
plasmática: el dominio apical que, mira hacia el canalículo biliar, y el dominio basolateral que presenta múltiples 
microvellosidades. Por comparación se muestran en tamaño a escala las dos células de organismos unicelulares 
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más estudiadas, la procariota E. coli y la eucariota Saccharomyces cerevisiae, o levadura. 


© 

© Sin embargo, el grupo más numeroso de células que se aloja dentro del cuerpo, no corresponde a 
las propias células, sino a la microbiota, la cual está constituida de forma mayoritaria por bacterias 
simbiontes, que viven de manera natural dentro del cuerpo, y cuyo número se estima en por lo menos 10 
veces mayor, es decir, se tiene en promedio 10 bacterias por cada una de las células que conforman al 
individuo. De allí la relevancia actual que tienen los estudios para conocer mejor el microbioma humano. 


Los organismos multicelulares por lo general contienen diversos tipos de células, las 
cuales varían en forma, tamaño y función. Por ejemplo, los mamíferos incluyendo el 
hombre, poseen más de 200 tipos celulares distintos. No obstante, sin importar el tamaño 
del organismo, las células que lo conforman siempre guardan un cierto grado de 
individualidad e independencia y, a pesar de sus diferencias, comparten siempre 
elementos estructurales básicos. 
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Principales componentes estructurales de las células 
eucarióticas 


Las células eucarióticas tienen un volumen superior al de las células procarióticas, entre 1 
000 y 10 000 veces mayor; contienen numerosos organelos membranosos y no 
membranosos distribuidos en todo el citoplasma de la célula. 


booksmedicos.org 


Membrana plasmática 


La membrana plasmática (figura 1-8) define la periferia celular, separando su contenido del 
medio que la rodea. Se compone de un gran número de moléculas de lípidos 
(fosfolípidos en su mayoría) y proteínas (cerca de 50% de cada una, aunque varía 
dependiendo del organismo y del tejido) unidas por interacciones de naturaleza 
hidrofóbica, formando una bicapa cuyo interior es hidrofóbico. Esta estructura es 
delgada, pero resistente y posee una alta plasticidad que le permite plegarse y extenderse 
según las necesidades de la célula. El interior hidrofóbico de la membrana celular 
constituye una barrera al libre paso de compuestos polares o con carga, así como al de 
aniones y cationes en general. En contraste, las moléculas de carácter hidrofóbico pueden 
atravesarla con relativa facilidad. El control del transporte selectivo de iones y moléculas 
polares a través de la membrana es una función realizada por una gran variedad de 
proteínas insertadas en la membrana plasmática que trabajan como transportadores, y 
que pueden o no requerir de gasto de energía para realizar su función. Otras proteínas 
insertadas en la membrana celular se desempeñan como receptores, y transmiten señales 
desde el exterior hacia el interior celular, o son enzimas que participan en 
transformaciones metabólicas asociadas con la membrana. De hecho, es importante 
mencionar que cerca de 30% de todas las proteínas conocidas hasta ahora son proteínas 
membranales. 


Medio extracelular 


Proteína canal Cabezas 
(proteina de transporte) Glicoproteina Carbohidrato hidrófilicas 


Proteina 
globular 


Bicapa de fosfolípidos 


A me? 2 Colas hidrofóbicas 
Glucolipido Proteina Proteina integral Proteina de 
periférica (proteina globular) superficie 
Colesterol , 
Proteina integral 
Filamentos del (hélice alfa transmembranal) 
citoesqueleto 


Figura 1-8. Esquema que muestra la forma en que se organizan los diferentes componentes de la membrana 
plasmática, la cual está constituida por una bicapa de fosfolípidos, en donde las cabezas polares de los 
fosfolípidos se orientan hacia la superficie de la misma, delimitando una región hidrofóbica interna constituida por 
las colas hidrocarbonadas de sus ácidos grasos. En esta bicapa se encuentran embebidas las proteínas de 
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membrana, atravesándola de lado a lado (proteínas integrales), o bien adheridas a la superficie de la membrana 
(proteínas periféricas o de superficie), interaccionando con la región hidrofóbica, las cabezas polares de los 
fosfolípidos o ambas. Inmersas dentro de la región hidrofóbica de la membrana se localizan numerosas moléculas 
de colesterol que le confieren mayor estabilidad a la estructura de la membrana. La cara externa de la membrana 
plasmática presenta carbohidratos en forma de oligosacáridos, unidos a proteínas (glucoproteínas) o fosfolípidos 
(glucolípidos) y que son importantes para el reconocimiento celular. Ilustración elaborada por Arturo Castro para 
el Manual Moderno y la UNAM, 


La gran flexibilidad de la membrana plasmática se debe, en parte, a que sus 
componentes: lípidos y proteínas no están unidos en forma covalente, lo cual confiere a 
la célula una gran capacidad de cambio en su forma y tamaño, lo que constituye un 
mosaico fluido. Por otro lado, es importante señalar que para desarrollar sus diversas 
funciones, la membrana plasmática presenta polaridad; esto es, la composición de la cara 
externa de la membrana es distinta a la cara interna. Así, la cara externa por ejemplo, 
presenta una cantidad significativa de oligosacáridos unidos a lípidos o proteínas, que 
suelen participar en procesos de diferenciación y reconocimiento celular, y que están 
ausentes en la cara interna. De igual manera, los lípidos que componen la cara interna y 
externa también suelen ser distintos, e incluso, las proteínas integrales de membrana, 
también presentan polaridad y se insertan dentro de la misma, con muy contadas 
excepciones, siempre con la misma orientación. 

A diferencia de las bacterias, las células eucarióticas presentan en el citoplasma cierto 
número de organelos limitados también por membranas como el núcleo, mitocondrias, 
lisosomas, peroxisomas, vacuolas, retículo endoplasmático, aparato de Golgi y 
cloroplastos en células fotosintéticas. 


Citosol 


El volumen interno, limitado por la membrana plasmática, está constituido por una 
solución acuosa de compuestos hidrofílicos, sustancias insolubles y partículas en 
suspensión, y se le conoce como citoplasma o citosol. La composición compleja del 
citosol le da una consistencia de gel porque disueltos o en suspensión, se encuentran 
iones, enzimas, moléculas de RNA y cientos de moléculas orgánicas pequeñas llamadas 
metabolitos que son intermediarios en los procesos biosintéticos o degradativos de la 
célula. 

Entre las partículas suspendidas en el citosol se encuentran complejos 
supramoleculares, y en los organismos superiores hay una serie de organelos limitados 
por membranas, en los cuales se localizan los componentes necesarios para realizar 
actividades metabólicas especializadas. Los ribosomas están formados por proteínas y 
moléculas de RNA; éstos son máquinas enzimáticas en las que se realiza la síntesis de 
proteínas, condición en la que se observan como agregados llamados polisomas o 
polirribosomas. En el citoplasma también puede encontrarse una serie de gránulos de 
almacenamiento que contienen nutrimentos como glucógeno y grasas. 
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El núcleo de los eucariotas contiene el genoma 


Casi todas las células vivas contienen un núcleo, o su equivalente, el nucleoide, en el que 
se almacena y duplica el genoma, que comprende todo el conjunto de genes que posee 
un organismo y que está codificado por el DNA. Las moléculas de DNA extendidas son 
mucho mayores en tamaño que la propia célula, por lo que se encuentran plegadas y 
compactadas como complejos supramoleculares de DNA con diversas proteínas 
específicas. El nucleoide bacteriano no está separado del citoplasma por una membrana; 
en los organismos superiores, el material nuclear se halla separado por una doble 
membrana, la membrana nuclear. Las células que contienen una envoltura nuclear se 
llaman eucariotas (del griego káryon = núcleo, eu = verdadero); aquellos organismos sin 
membrana nuclear (bacterias y archaeas) se llaman procariotas (del griego pro = antes 
de). 

Comparado con el nucleoide bacteriano, el núcleo (figura 1-9) de los eucariotas es muy 
complejo en su estructura, funcionamiento y actividad biológica. Contiene casi todo el 
DNA de la célula, que es unas 1 000 veces más abundante que el de una bacteria. La 
envoltura nuclear, a ciertos intervalos, se encuentra interrumpida por aberturas circulares 
de alrededor de 90 nm de diámetro llamadas poros nucleares. Formando parte de los 
poros nucleares hay proteínas específicas, transportadoras de moléculas, que pasan entre 
el citoplasma y el nucleoplasma (la porción acuosa del núcleo). Entre estas moléculas 
están las enzimas sintetizadas en el citoplasma que se requieren en el núcleo para la 
duplicación, la transcripción o la reparación del DNA. Los RNA mensajeros y 
ribosómicos, así como las proteínas asociadas, salen del núcleo por los poros nucleares. 
En el nucleoplasma no hay ribosomas, aunque sí en la cara externa de la envoltura 
nuclear. 
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Figura 1-9. Las células eucarióticas han desarrollado un complejo sistema de membranas internas, en donde la 
envoltura nuclear forma el compartimento más interno, y se prolonga de forma continua hacia el retículo 
endoplasmático rugoso, el retículo endoplasmático liso y el aparato de Golgi. A través del retículo endoplasmático 
existe una importante actividad de síntesis y flujo de proteinas y componentes de membrana o de secreción que 
se movilizan hacia las diferentes cisternas que constituyen el aparato de Golgi. En éste, los diferentes 
componentes que llegan, son clasificados y separados para canalizarse hacia su destino final en la célula por 
medio de vesículas de secreción. Ilustración cortesía de Mariana Ruiz Villarreal bajo licencia de Creative 
Commons. 


Dentro del núcleo está el nucléolo (figura 1-9), organelo no membranoso con alta 
afinidad por los colorantes básicos como la hematoxilina, debido a su alto contenido de 
RNA. El nucléolo es una región especializada del núcleo, en donde se concentran 
numerosas copias de DNA que poseen información para la síntesis del RNA de los 
ribosomas. El resto del núcleo está constituido por la cromatina, nombre dado por los 
primeros microscopistas al observar su tinción con ciertos colorantes. Los cromosomas 
son un complejo de DNA y proteínas fuertemente unidas al DNA, que representa la 
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cromatina condensada, los cuales se “descondensan” durante la interfase. Cuando la 
célula va a dividirse, la cromatina se condensa y forma los cuerpos característicos 
llamados cromosomas. El número de cromosomas es específico para las células de cada 
especie. Las células humanas contienen 46 cromosomas. En general poseen dos copias 
de cada cromosoma, por lo que se dice que son diploides. Las células de los gametos 
(óvulos y espermatozoides) contienen una sola copia de cada cromosoma, por lo que son 
haploides. Durante la reproducción sexual, dos gametos haploides se combinan formando 
una célula diploide, el huevo, en la que cada par de cromosomas consiste de un 
cromosoma materno y uno paterno. 

Los cromosomas y la cromatina (figura 1-10) son una combinación de DNA y proteínas 
básicas (histonas), que se unen a los grupos fosfato del DNA por medio de interacciones 
iónicas. La proporción proteína-DNA en la cromatina es 1:1. Cuando el DNA se duplica, 
se sintetizan grandes cantidades de histonas, ya que durante todo el proceso de la división 
celular se mantiene la relación 1:1. La unidad básica del complejo DNA-histonas 
conforma una serie de estructuras llamadas nucleosomas (figura 1-10), en donde la 
molécula de DNA se enrolla a un grupo de moléculas de histona. El DNA de un solo 
cromosoma humano forma alrededor de un millón de nucleosomas, que se asocian y 
constituyen complejos supramoleculares altamente compactados. Las fibras de cromatina 
tienen diámetro de 30 nm, y se condensan aún más, creando una serie de regiones en 
forma de asa, que siguen compactándose, formando al final los cromosomas que se 
observan durante la división celular. Si se unieran por sus extremos, las moléculas de 
DNA de todos los cromosomas de una célula diploide normal humana medirían unos 2 m 
de longitud. Para comprender el grado de compactación del DNA en los cromosomas, 
señalaremos que el diámetro de éstos es de sólo 600 nm. 
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Figura 1-10. Esquema que ilustra los diferentes grados de compactación que presenta el DNA dentro del núcleo 
de una célula eucariótica. En las células procarióticas como Æ. coli, el DNA se encuentra literalmente “desnudo”, 
asociado sólo a proteínas individuales que regulan la expresión de los genes; en las células eucarióticas en cambio, 
siempre está asociado a proteínas reguladoras como estructurales (histonas). El nucleosoma puede considerarse 
como la unidad estructural de la cromatina; cada nucleosoma está conformado por un segmento de la cadena de 
DNA rodeando un núcleo proteico formado por la unión de ocho histonas, generando una estructura similar a un 
“rosario de cuentas”. La cadena de nucleosomas a su vez se condensa formando fibras de 30 nm de diámetro; la 
forma activa del DNA (la cromatina activa), se encuentra en un estado intermedio entre estas fibras condensadas 
y la cadena abierta de nucleosomas. Durante la división celular, el DNA se duplica y la cromatina se condensa aún 
más formando asas que a su vez se condensan entre sí formando por último los cromosomas. Para dar una idea 
del grado de condensación, baste decir que el núcleo tiene a lo mucho 10 um de diámetro, y un cromosoma 
humano tiene en promedio 135 millones de pares de bases con una longitud equivalente a casi 5 000 veces el 
diámetro del núcleo. 
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Síntesis de proteínas: los ribosomas 


Los ribosomas son grandes supercomplejos de RNA y proteínas y constituyen el sitio en 
donde se lleva a cabo la síntesis de proteínas. Todos los seres vivos presentan ribosomas 
constituidos por dos subunidades (figura 1-11) formando un complejo cuyo peso molecular 
alcanza varios millones de daltons, del cual más de la mitad es RNA ribosomal (rRNA). 
En la subunidad pequeña se encuentran los sitios de unión al RNA mensajero (mRNA) y 
los RNA de transferencia (tRNA), mientras que en la subunidad grande se encuentra el 
sitio catalítico en donde se lleva a cabo la formación de los enlaces peptídicos que 
constituirán las proteínas. Los ribosomas son preensamblados dentro del núcleo, y se 
transportan a través de los poros de la envoltura nuclear hacia el citoplasma donde 
maduran. Los genes de los rRNA están muy conservados y están presentes en todos los 
seres vivos, lo que ha permitido utilizarlos para estudiar las relaciones evolutivas entre los 
diferentes tipos de organismos, tanto procariotas como eucariotas. Sin embargo, existen 
diferencias importantes entre los ribosomas bacterianos y de mamíferos, que son 
aprovechadas para el desarrollo de sustancias bactericidas. Así, alrededor de la mitad de 
los antibióticos producidos en la actualidad, como los aminoglucósidos, tetraciclinas y 
eritromicina, inhiben de manera selectiva la síntesis de proteínas en los ribosomas 
bacterianos sin alterar el funcionamiento de los ribosomas de los mamíferos. 
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Figura 1-11. Estructura tridimensional de las dos subunidades que constituyen el ribosoma de la arqueobacteria 
Haloarcula marismortui. La subunidad pequeña (izquierda) está constituida por una molécula de rRNA 
(denominado 16S, en color rosa pálido) y 19 proteínas distintas (en color morado); la subunidad grande (derecha) 
está formada por 27 proteínas distintas (en color morado) y dos rRNA (denominados 23S en color rosa pálido y 
5S en color amarillo). En bacterias como Escherichia coli, la subunidad pequeña está constituida por una 
molécula de rRNA y 21 proteínas, mientras que la subunidad grande está conformada por dos moléculas de rRNA 
y 34 proteínas. En eucariotas, los ribosomas son aún más complejos y contienen un rTRNA y 33 proteínas en la 
subunidad pequeña, y tres rRNA y 49 proteínas en la subunidad grande. Ilustración cortesía de David S. Goodsell 
(Scripps Research Institute) & RCSB Protein Data Bank. 
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Retículo endoplasmático 


El retículo endoplasmático (figura 1-9) es una red tridimensional de cisternas 
membranosas que se localizan en todo el citoplasma, en este caso estableciendo un 
compartimiento virtual constituido por la luz de las diversas cisternas intercomunicadas, 
las cuales se reacomodan de manera continua y muy dinámica. Las cisternas del retículo 
endoplasmático son continuas tanto entre sí como con la envoltura nuclear. La 
abundancia del retículo endoplasmático rugoso (RER) en las células guarda relación 
directa con la actividad de síntesis de proteínas. Por ejemplo, en el páncreas exocrino, las 
células presentan un abundante contenido de este organelo. 

La unión de ribosomas a la superficie de la membrana de las cisternas del retículo 
endoplasmático le da el aspecto rugoso del cual deriva su nombre. En otras regiones de la 
célula se observan estas cisternas libres de ribosomas, por lo que reciben el nombre de 
retículo endoplasmático liso (REL). Es necesario enfatizar que el REL es una 
continuación del RER. En el REL se realizan la biosíntesis de lípidos de membrana, las 
actividades enzimáticas necesarias para el metabolismo de algunos fármacos y 
compuestos tóxicos y la síntesis de los materiales de secreción. En cuanto a su aspecto, 
más que por cisternas, está formado por estructuras tubulares. En algunas células, el 
retículo endoplasmático se especializa en el almacenamiento y la liberación rápida de 


iones importantes para la célula, como el Ca?*; en el caso del músculo esquelético, actúa 
como disparador de la contracción muscular. 
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El aparato de Golgi (o complejo membranal de Golgi) 


Casi todas las células eucarióticas presentan cúmulos de cisternas membranosas llamadas 
dictiosomas. Cuando varias dictiosomas se conectan, constituyen el aparato de Golgi 
(figura 1-9). Cerca de los extremos de las cisternas del aparato de Golgi se localizan 
numerosas vesículas esféricas de transporte. 

El aparato de Golgi es asimétrico tanto de forma estructural como funcional. La cara 
cis se orienta hacia el retículo endoplasmático y la cara trans mira hacia la membrana 
plasmática; entre estas dos caras se encuentran elementos intermedios. Las proteínas 
sintetizadas por los ribosomas unidos a la membrana son transportadas hacia la luz de las 
cisternas. Las pequeñas vesículas que contienen las proteínas recién sintetizadas se 
separan del retículo endoplasmático y se desplazan hacia el aparato de Golgi, 
fusionándose a la cara cis; conforme las proteínas migran hacia la cara trans, una serie 
de enzimas las modifican por adición de grupos sulfato, carbohidratos o lípidos a las 
cadenas laterales de los aminoácidos. Uno de los efectos de estas modificaciones de las 
proteínas es etiquetarlas para que, al ser liberadas por exocitosis, se orienten y reaccionen 
con su receptor específico. Después del procesamiento, algunas proteínas no son 
liberadas de forma directa al medio, sino que se empacan en vesículas de secreción, las 
cuales más tarde se liberan de la célula por procesos de exocitosis; otras, en cambio, son 
etiquetadas para su incorporación a los lisosomas; otras más son marcadas para unirse a 
la membrana plasmática durante el crecimiento celular. 
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Los lisosomas contienen enzimas hidrolíticas 


En el citoplasma celular a menudo se observan vesículas esféricas de alrededor de 1 um 
delimitadas por una membrana, que corresponden a los lisosomas (figura 1-9), los cuales 
contienen enzimas que pueden romper proteínas, polisacáridos, ácidos nucleicos y 
lípidos. Los lisosomas funcionan como centros celulares de reciclaje para las moléculas 
complejas, o de fragmentos de cuerpos extraños que entran a la célula por endocitosis; 
allí son degradados y convertidos en moléculas más pequeñas que pueden reutilizarse 
después. También se reciclan los componentes de los organelos celulares que ya no son 
funcionales, por ejemplo, mitocondrias. Todos los materiales introducidos en los 
lisosomas son degradados a las moléculas más simples que los originaron, como 
aminoácidos, monosacáridos, ácidos grasos, entre otros, las cuales se liberan al 
citoplasma para reutilizarse en nuevos componentes celulares o son catabolizados para 
obtener energía. 

Las enzimas de los lisosomas pueden destruir la célula si no se encuentran confinadas 
en el interior del organelo; el contenido lisosómico es más ácido (pH < 5) que el del 
citoplasma (pH = 7.0); la acidez en el interior del lisosoma se debe a la actividad de una 
bomba de protones dependiente de ATP, ya que la actividad óptima de las enzimas 
lisosómicas se realiza a pH ácido. Lo anterior permite la existencia de una segunda 
barrera de defensa celular en caso de que el contenido lisosómico se libere al citoplasma. 
Debido al pH neutro del citoplasma, las enzimas lisosómicas prácticamente serán 
inactivas si escapan al citoplasma, siempre y cuando los mecanismos de regulación del 
pH se mantengan. 
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Los peroxisomas destruyen el peróxido de hidrógeno 
(H202) 


Durante algunas de las reacciones oxidativas de la degradación de los aminoácidos y de 
las grasas, se producen radicales libres del oxígeno y peróxido de hidrógeno (H202), 
compuestos químicos muy reactivos que pueden dañar la célula (capítulo 24). Para 
protegerla, muchas de las reacciones que los producen se confiman en pequeños 
organelos membranosos llamados peroxisomas. En los peroxisomas se llevan a cabo 
diversas actividades metabólicas, como la oxidación de xenobióticos por los citocromos 
P450, la oxidación microsomal de los ácidos grasos, y la síntesis de las sales biliares, 
plasmalógenos y compuestos isoprenoides. El peróxido de hidrógeno es degradado por la 
catalasa, enzima abundante en los peroxisomas. Los lisosomas y los peroxisomas se 
denominan en conjunto microcuerpos. Los defectos en la formación de los peroxisomas 
producen una serie de transtornos característicos (ver cuadro clínico). 


curo clínico 


Enfermedades por defectos en la biogénesis de los peroxisomas 


Las enfermedades producidas por defectos en la biogénesis de los peroxisomas tienen una incidencia aproximada de uno por cada 
50 000 nacimientos. El primero de estos trastornos se informó en 1964 y se le conoce como síndrome de Zellweger, aunque existen 
fenotipos menos graves como la adrenoleucodistrofia neonatal y la enfermedad de Refsum infantil. Todos ellos se heredan en forma 
autonómica recesiva y los pacientes se caracterizan por tener ausencia de peroxisomas, o bien presentar estructuras descritas como 
“fantasmas de peroxisomas” que son estructuras formadas por las membranas peroxisomales, pero que carecen de las enzimas 
propias de este organelo. Los defectos en la biogénesis de los peroxisomas se producen por mutaciones en alguno de los genes 
pexin (PEX), que son esenciales para el ensamblaje funcional de los peroxisomas, y que dan lugar a trastornos que se manifiestan 
desde el periodo gestacional tales como migración anormal de las neuronas, daño al sistema nervioso central y diferentes tipos de 
malformaciones craneofaciales. Los pacientes pueden mostrar un retraso psicomotor severo además de anomalías en hígado y 
riñón, por lo que es frecuente que mueran durante el primer año de vida. Las pruebas bioquímicas muestran que los pacientes 
afectados por este problema presentan niveles elevados de ácidos grasos de cadena muy larga y niveles muy bajos de 
plasmalógenos en las membranas. 
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Las mitocondrias: fuente de energía de las células 
eucarióticas aeróbicas 


En el citoplasma de las células eucarióticas se observan organelos membranosos muy 
prominentes; tienen diámetro aproximado de 1 um, semejante al de las bacterias, y se les 
conoce como mitocondrias (figura 1-12). Son muy variables en forma, número y 
localización, aspectos que dependen del tipo de célula o la función del tejido de donde 
provienen. La mayoría de las células contienen desde cientos hasta miles de estos 
organelos; las células con más actividad metabólica tienen un mayor número de ellos. 
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Figura 1-12. Estructura de la mitocondria. A) Esquema que muestra los principales componentes que conforman 
las mitocondrias. B) Corte obtenido mediante microscopia electrónica de la ultraestructura de una mitocondria de 
corazón de ratón y la reconstrucción del volumen de la misma mediante tomografía electrónica. C) En gris se 
muestra la membrana externa y en azul claro la membrana interna y las crestas mitocondriales, los espacios 
vacíos corresponden a la matriz mitocondrial. Esquema (A) elaborado por Mariana Ruíz Villarreal bajo licencia de 
Creative Commons y (B-C) generadas por Tobias Brandt; y obtenidas de BMC Biology (2015)13:89, bajo licencia 
de Creative Commons. 
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Las mitocondrias presentan un sistema de doble membrana. La membrana externa es 
lisa y rodea por completo el organelo, mientras que la interna se pliega formando crestas, 
lo que aumenta en gran medida su superficie. El compartimiento delimitado por la 
membrana interna se llama matriz mitocondrial, y es una solución concentrada de 
numerosas enzimas e intermediarios químicos que participan en las reacciones para 
liberar la energía contenida en los nutrimentos. Las mitocondrias contienen enzimas que, 
actuando en conjunto, catalizan la oxidación de nutrimentos orgánicos con requerimiento 
absoluto de oxígeno; algunas de estas enzimas se encuentran suspendidas en la matriz o 
en el espacio intermembranoso y otras están embebidas en las membranas. La energía 
química liberada en las reacciones de oxidación mitocondrial se utiliza para la síntesis de 
ATP, la molécula transportadora de energía más importante para la célula. En las células 
aerobias, las mitocondrias son la principal fuente de ATP, molécula que alcanza todos los 
sitios en donde se requiere energía para el trabajo celular. La síntesis y la ruptura química 
del ATP en ADP + fosfato es la reacción celular más importante, pues libera energía 
indispensable para la realización de importantes funciones celulares. 

A diferencia de los otros organelos como los lisosomas y el aparato de Golgi, las 
mitocondrias sólo se reproducen por división de otras mitocondrias ya existentes. Las 
mitocondrias contienen sus propios DNA, RNA y ribosomas. El DNA mitocondrial 
codifica algunas proteínas o subunidades de su membrana interna, por lo que la mayor 
parte de esas proteínas son codificadas por el DNA nuclear. Ésta y otras evidencias 
apoyan la teoría de que las mitocondrias son descendientes de bacterias aerobias que 
vivieron en simbiosis con las células eucarióticas primitivas. 
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Citoesqueleto 


Con el microscopio electrónico se pueden observar diferentes tipos de filamentos de 
naturaleza proteínica, distribuidos de manera amplia en el citoplasma de las células 
eucarióticas, formando una malla tridimensional llamada citoesqueleto, que es necesaria 
para mantener la forma de la célula (figura 1-13). Existen tres tipos de filamentos 
citoplasmático: filamentos de actina, también denominados “filamentos delgados”, 
filamentos intermedios y los microtúbulos o “filamentos gruesos” los cuales son 
diferentes en su diámetro (6 a 25 nm), composición proteínica y función, pero todos ellos 
participan en la organización del citoplasma y en la estructura de la célula. Cada uno de 
los filamentos citoplasmático está compuesto por subunidades de proteínas simples que 
se polimerizan para formar filamentos de grosor uniforme. Los filamentos no son 
estructuras permanentes, sino que sufren constantes cambios debido a la polimerización- 
despolimerización dinámica de sus subunidades monoméricas. Su ubicación dentro de la 
célula no está fijada de manera rígida, pero durante la mitosis, la citocinesis y el cambio 
de forma celular, se organizan los filamentos en sitios específicos en el citoplasma. 


Figura 1-13. Tres tipos de filamentos citoplasmático. La parte superior corresponde a microfotografías de 
fluorescencia de anticuerpos marcados específicos para cada tipo de filamento. Las microfotografías inferiores 
corresponden a la imagen en microscopia electrónica de los filamentos. A) actina. B) microtúbulos. C) filamentos 
intermedios. 


La importancia de la polimerización y despolimerización de la actina salta a la vista 
cuando se observa el efecto de la molécula que bloquea su polimerización. Cuando una 
célula se trata con citocalasina pierde su capacidad de realizar citocinesis, fagocitosis y 
movimiento ameboide, entre otras funciones. 
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La filamina y la fodrina son proteínas que entrecruzan los filamentos de actina, 
estabilizan la malla y aumentan la viscosidad del medio en el cual se encuentran. /n vitro, 
una solución de actina, en presencia de filamina, se hace tan viscosa que no puede 
vaciarse del recipiente que la contiene. Un gran número de filamentos de actina se unen a 
proteínas que se localizan por debajo de la membrana plasmática, con lo que participan 
en la forma y rigidez de la superficie celular. Los filamentos de actina se unen a una 
familia de proteínas llamadas miosinas, enzimas que utilizan la energía liberada por la 
hidrólisis del ATP para moverse a lo largo de los filamentos. 

La función probable de los filamentos intermedios es proporcionar soporte mecánico a 
la célula y fijar la posición de los distintos organelos, proporcionan la rigidez necesaria a 
los axones de las neuronas. Los filamentos intermedios que componen el grupo de las 
queratinas, una familia de proteínas estructurales, son muy visibles en algunas células 
epidérmicas de los vertebrados; forman una malla, con numerosos entrecruzamientos, y 
permanecen aun cuando la célula muere. Entre algunas de estas estructuras se 
encuentran el cabello, uñas, plumas y cuernos. 

Por su parte, los microtúbulos se distribuyen en toda la célula, aunque bajo ciertas 
condiciones se concentran en regiones específicas; por ejemplo, cuando las cromátides 
hermanas se mueven hacia los extremos de la célula, el huso acromático proporciona el 
andamiaje y quizá la fuerza motriz para que ocurra la separación de las cromátides, en un 
proceso que ya se ha comprobado; cuando se incuban con colchicina (un alcaloide 
tóxico), se bloquea el movimiento de las cromátides durante la mitosis. 
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Cilios y flagelos 


Los cilios y los flagelos son estructuras móviles (figura 1-14) que se proyectan desde la 
superficie de células animales, protozoarios y hongos. Todos tienen la misma estructura 
básica; sin embargo, los flagelos de las bacterias son por completo diferentes a los de las 
células eucarióticas. Los cilios y flagelos de las células eucarióticas contienen nueve pares 
de microtúbulos fusionados, localizados alrededor de un par central de microtúbulos, por 
lo que se describen como una estructura de nueve pares +2. El movimiento de estas 
estructuras se debe al deslizamiento coordinado de los dobletes externos respecto de los 
otros dobletes de microtúbulos, proceso mediado por la energía de hidrólisis de ATP. Los 
cilios y flagelos permiten por ejemplo, el movimiento de los protozoarios para la 
búsqueda de alimento y luz. Los espermatozoides que también tienen un flagelo, son 
propulsados por el movimiento flagelar. Las células ciliadas de algunos órganos y tejidos 
como la tráquea, desplazan líquidos y cuerpos extraños de su superficie mediante el 
movimiento coordinado de sus cilios. Las alteraciones en el funcionamiento o estructura 
de los cilios y flagelos tienen manifestaciones clínicas características (ver cuadro clínico 
siguiente). 
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Figura 1-14. Esquema representando la estructura interna de un cilio o flagelo. Las micrografías electrónicas 
muestran un flagelo normal (izquierda) y un flagelo disfuncional (derecha) por ausencia de los brazos interno y 
externo de la dineína. Dibujo elaborado por Mariana Ruíz Villarreal bajo licencia de Creative Commons; 
micrografías electrónicas adaptadas con permiso de Macmillan Publishers Ltd: Leigh MW et al. Genetics in 
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Medicine (2009) 11:473. 


Mcuaaro clínico 


Discinesia ciliar primaria, una ciliopatía hereditaria 


La discinesia ciliar primaria (DCP) es un trastorno congénito que se caracteriza por manifestar defectos en la ultraestructura de los 
cilios y flagelos, lo que provoca una disfunción en su movilidad. El primer caso se informó a principios del siglo XX y se le 
denominó síndrome de Kartagener, aunque a continuación quedó establecido que todos los síntomas de este síndrome eran 
consecuencia de una ciliopatía. Estos trastornos pueden incluir desde ausencia o anomalía en el batido de cada cilio o bien, falta de 
batido unidireccional de los cilios en su conjunto. Son múltiples las alteraciones genéticas que pueden provocar esta patología, 
aunque la más notable y que permite realizar el diagnóstico en muchos de los casos, es la ausencia de los brazos de la dineína, un 
complejo de proteínas que forma puentes temporales entre los filamentos ciliares, y contribuye a generar los movimientos de los 
cilios y flagelos (figura 1-14). Este trastorno es hereditario con un patrón autonómico recesivo y una incidencia del orden de un 
nacimiento por cada 15 000 en la población general. Las manifestaciones clínicas de este trastorno van desde un aumento en las 
infecciones del aparato respiratorio (con neumonías recurrentes), rinosinusitis crónica, otitis y trastornos de la audición, hasta 
infertilidad por producir espermatozoides cuyos flagelos presentan una movilidad limitada o nula. Las alteraciones de la movilidad 
de los cilios comprometen el aclaramiento mucociliar, uno de los mecanismos de defensa de las vías respiratorias, y explica la 
mayor incidencia de infecciones. 

Un trastorno frecuente en pacientes con DCP, es el que se conoce como “situs inversus”, en donde los órganos internos se 
colocan del lado opuesto, como si se tratara de una imagen de espejo. El situs inversus se presenta en cerca de la mitad de los 
pacientes con DCP porque durante el desarrollo embrionario, se requiere el movimiento ciliar para establecer la asimetría visceral, y 
en su ausencia, el azar parece ser el factor determinante para definir si las vísceras tomarán su orientación normal, o una orientación 
reversa izquierda-derecha. En ausencia de “situs inversus ”, el diagnóstico de DCP no es fácil porque su fenotipo clínico es amplio 
y se superpone con otras enfermedades crónicas de las vías aéreas. En la may oría de estos pacientes, está indicado el tratamiento 
con antibióticos para tratar las infecciones respiratorias, así como el uso de broncodilatadores y antiinflamatorios por vía 
inhalatoria. 
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Utilidad de las células y de los organismos en estudios 
bioquímicos 


Tal y como se ha demostrado, todas las células derivan de un mismo ancestro común y 
comparten semejanzas fundamentales. Los estudios bioquímicos de diversos tipos de 
células, aun cuando muestran diferencias en detalles y presentan en apariencia 
variaciones significativas, establecen principios universales aplicables a todos los seres 
vivos. Ciertas células, tejidos y organismos son más manejables para los estudios 
bioquímicos. En general, los conocimientos vertidos en este libro se derivan de estudios 
realizados en algunos tejidos y organismos, como la bacteria Escherichia coli, la 
levadura Saccharomyces, el hígado de rata y el músculo esquelético de diferentes 
vertebrados. 

Para el aislamiento y caracterización de ciertas moléculas como las enzimas, es 
recomendable iniciar con una abundante cantidad de material homogéneo, ya que con 
frecuencia el rendimiento (cantidad final de material purificado) es de algunos miligramos 
cuando mucho. El estudio del material genético requiere de una fuente no sólo 
homogénea, sino también de forma genética y bioquímica idéntica, lo que al término del 
aislamiento y caracterización no dejará duda de la naturaleza y pureza de las moléculas 
analizadas y de los resultados obtenidos. Otra fuente abundante de células semejantes, 
aunque no idénticas, son los tejidos del mismo tipo, como el hígado obtenido de animales 
de laboratorio como la rata. Una fuente más de material para estudios bioquímicos es el 
cultivo de células de un mismo origen. 

Algunos tejidos especializados son importantes fuentes de las moléculas que utilizan 
para realizar su función, como el músculo esquelético, que es en especial rico en 
moléculas de actina y miosina; las células pancreáticas, ricas en retículo endoplasmático; 
las espermáticas, con abundancia de DNA y de proteínas flagelares, entre otras. Son las 
moléculas más utilizadas por los bioquímicos interesados en dichos campos para realizar 
sus investigaciones. En algunas ocasiones, el material de estudio se selecciona con base 
en su simplicidad estructural o funcional; por ejemplo, para trabajos sobre la membrana 
plasmática, el eritrocito es el favorito, ya que no contiene estructuras membranosas 
internas que compliquen la purificación de la membrana plasmática. Algunos 
bacteriófagos (virus bacterianos) contienen sólo algunos genes, ya que en comparación 
con el DNA humano, tales virus presentan una gran simplicidad. 
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Centrifugación diferencial 


Un gran avance en los estudios de la bioquímica celular fue el desarrollo de métodos que 
permitieron aislar los organelos a partir del citoplasma celular y separarlos entre sí (figura 
1-15). En un proceso típico de fraccionamiento celular, las células y los tejidos se rompen 
por homogenización en un medio que contiene sacarosa a una concentración de 250 
mM. Este procedimiento rompe la membrana plasmática, pero deja casi todos los 
organelos subcelulares intactos, ya que la sacarosa es un medio con una presión osmótica 
semejante a la que soportan los organelos; esto equilibra la entrada y la salida de agua por 
ósmosis, y evita que los organelos se hinchen, previniendo la ruptura de sus membranas 
y la liberación de su contenido, con lo que dejarían de funcionar. 
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Figura 1-15. Esquema que ilustra el procedimiento de obtención de los componentes celulares por el método de 
centrifugación diferencial. La fuerza centrífuga aplicada es el múltiplo de veces que se aplica la fuerza de 
gravedad de la tierra (g). 1) Homogenización del tejido cortado en pequeños fragmentos; (2 a 4) centrifugación 
con diferentes condiciones de fuerza de gravedad y tiempo. 


Los organelos, como el núcleo, las mitocondrias y los lisosomas, difieren en tamaño y, 
por lo tanto, se sedimentan a distintas velocidades de centrifugación, así como en su 
densidad relativa, y al someterlos a medios de diferente concentración (gradiente de 
densidad) “flotan” a distintos valores de densidad. La centrifugación diferencial permite 
un fraccionamiento grueso de los organelos, por lo que es necesaria la centrifugación en 
gradiente de densidad (centrifugación isopícnica), que facilita la obtención de organelos 
purificados y permite el estudio de las funciones y actividades de cada fracción. El 
aislamiento de los organelos en especial enriquecidos con una actividad enzimática es en 
muchos casos el primer paso para la purificación de enzimas. 
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Estudios in vitro 


Uno de los enfoques más eficaces para comprender los procesos biológicos es estudiar 
las moléculas aisladas. Los componentes purificados son útiles para la caracterización 
detallada de sus propiedades fisicoquímicas, sin la interferencia de otras moléculas 
presentes en la célula. A pesar de ser un procedimiento productivo, se debe recordar que 
el medio externo de la célula es del todo distinto al del tubo de ensayo. Los compuestos 
que “interfieren” pueden ser críticos para la regulación de la función biológica o la 
regulación de la molécula purificada. 

Por ejemplo, los estudios de la actividad de las enzimas se realizan con concentraciones 
muy bajas de la enzima, en medios de incubación acuosos muy bien mezclados; en la 
célula, en cambio, las enzimas se encuentran suspendidas en un medio tipo gel, junto con 
otras miles de proteínas, algunas de las cuales se unen a las enzimas y modifican o 
regulan su actividad. Dentro de la célula, algunas enzimas son parte de complejos 
multienzimáticos en los cuales los reactivos se canalizan de una enzima a otra, sin pasar 
necesariamente al solvente presente en el medio. La difusión es retardada por la 
estructura tipo gel del citoplasma y por la diferente composición del citoplasma en una 
parte de la célula respecto de otra. Uno de los retos más importantes de la bioquímica es 
comprender la influencia de la organización celular y las asociaciones macromoleculares 
en el funcionamiento de enzimas individuales y de las vías metabólicas completas. 


e Preguntas de reforzamiento 


1 La primera persona que documento observaciones de células bacterianas fue: 


a) Robert Hooke 

b) Hans y Sacharias Jensen 

C) Antonie van Leeuwenhoek 

d) Matthias Schleiden y Theodor Schwann 


2 Hace cuantos millones de años se estima que surgieron las células eucarióticas: 


a) 4 500 
b) 4200 
c) 2 000 
d) 1 000 


3 Una de las pruebas determinantes por las que se considera que las mitocondrias se originaron a partir de una bacteria ancestral 
es: 


a) Porque sus genes ribosomales tienen mayor similitud a los de bacterias que a los localizados en el nucleo 


b) Porque presentan un tamaño similar al de las bacterias 


c) Porque presentan una doble membrana 
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d) Porque su membrana interna es sumamente imp ermeable 


4 El factor principal que limita el volumen máximo que puede alcanzar una célula es: 


a) Wlocidad de difusión de los nutrientes 
b) Wlocidad de difusión del agua 
c) Número de genes que posee 


d) Tipo de alimentación 


5 Es el componente cuya función principal es estabilizar la estructura de la membrana plasmática: 


a) Fosfolípidos 
b) Colesterol 

C) Proteínas 

d) Carbohidratos 


6 Es el componente de la membrana que participa mayoritariamente en las funciones de reconocimiento celular: 


a) Fosfolípidos 
b) Colesterol 

C) Proteínas 

d) Carbohidratos 


7 Sitio específico en donde se lleva a cabo la síntesis del RNA ribosomal: 


a) Nucleolo 
b) Nucleoide 
c) Envoltura nuclear 


c) Cromosomas 


8 Organelo en donde se realiza la biosíntesis de los lípidos de membrana: 


a) Retículo endoplasmático rugoso 
b) Aparato de Golgi 
C) Peroxisomas 


d) Retículo endop lasmático liso 


9 Sitio en donde se realiza la biosíntesis de las proteínas de membrana: 


a) Retículo endoplasmático rugoso 
b) Aparato de Golgi 
C) Peroxisomas 


d) Retículo endop lasmático liso 


10 Sitio en donde las proteínas de membrana se etiquetan para ser empacadas en vesículas de secresión específicas: 
a) Retículo endop lasmático rugoso 


b) Aparato de Golgi 


C) Peroxisomas 
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d) Retículo endoplasmático liso 


11 Organelo celular cuyas enzimas son activas únicamente en medio ácido (pH < 5): 


a) Mitocondria 

b) Aparato de Golgi 
C) Peroxisomas 

d) Lisosoma 


12 Organelo celular que posee su propio DNA y maquinaria para la sintesis de proteínas: 


a) Mitocondria 

b) Aparato de Golgi 
C) Peroxisomas 

d) Lisosoma 


Respuestas: 1. c, 2. c, 3. a, 4. a. 5. b, 6. d, 7. a, 8. d. 9. a, 10. b, 11. a, 12. a. 
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e Representación de la molécula de agua 

e Propiedades fisicoquímicas del agua líquida 
+ El agua como solvente 

° El pH y la disociación del 


e Soluciones amortiguadoras 


concerto: clave 


Í Debido a la diferencia de electronegatividades entre el hidrógeno y el oxígeno, el enlace covalente que se forma entre estos átomos 
es polar. 


2 Un puente de hidrógeno es una interacción electrostática entre un hidrógeno que está unido covalentemente a un átomo 
electronegativo, como el oxígeno o el nitrógeno, y un átomo electronegativo que puede formar parte de la misma molécula o de otra. 


(N,O)-H + + + (N,O). 


3 El agua disuelve compuestos polares debido a su capacidad para formar puentes de hidrógeno con átomos electronegativos — 


como los grupos OH de la sacarosa- o debido a su capacidad para interactuar electrostáticamente con cationes y aniones y formar 
una capa de hidratación —como con el NaCl-. 


4 La constante de equilibrio describe la relación de productos y reactantes cuando el sistema se encuentra en el equilibrio. 
5 El pH se define como el menos logaritmo de la concentración de hidrogeniones (pH = -log mT 
6 Un ácido es una sustancia que libera iones hidrógeno (m5) en solución. 


7 Un sistema amortiguador evita los cambios bruscos de pH cuando se añade a la solución un ácido o una base. Está formado por 
un ácido débil y su base conjugada. 


La inmensa mayoría de las células son soluciones acuosas al 20%; es decir, están 
compuestas por 80% de agua y 20% de todas las demás moléculas, por lo que el agua es 
la molécula más abundante de todas las que integran los seres vivos. En consecuencia, el 
organismo humano intercambia con su medio externo mayor número de moléculas de 
agua que de todas las demás moléculas juntas. Además de su abundancia, las 
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características de la molécula de agua ejercen una profunda influencia en la estructura, la 
organización y el funcionamiento de los seres vivos. Las propiedades fisicoquímicas del 
agua y el hecho de que ésta es el solvente del resto de los componentes celulares influyen 
de modo decisivo en la organización y disposición espacial de todas las demás moléculas 
depositarias de la vida: lípidos, proteínas, ácidos nucleicos y polisacáridos. 

En este capítulo se revisan las principales propiedades de la molécula del agua y su 
participación como solvente. Además, se anotan las repercusiones que tienen sus 
propiedades en los sistemas biológicos. 
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Representación de la molécula de agua 


La representación de la molécula del agua en la forma de HO, o sea, una pequeña 
molécula formada por dos átomos de hidrógeno unidos a un átomo de oxígeno, indica un 
compuesto gaseoso a la temperatura ambiental, con un conjunto de propiedades 
fisicoquímicas típicas del estado gaseoso y no muy diferentes de las que presentan 
moléculas similares, como el metano, CH4, o el amoniaco, NH3. A nadie se le escapa el 
hecho de que el agua es un líquido a la temperatura ambiental, con gran cohesividad y 
capacidad como solvente. 

La geometría de la molécula de agua es tetraédrica, con distribución desigual de sus 
cargas eléctricas debido a los diferentes valores de electronegatividad de los átomos de 
oxígeno e hidrógeno (figura 2-1). El núcleo del oxígeno se ubica en el centro del tetraedro 
y los átomos de hidrógeno en dos de los vértices; dada la mayor electronegatividad del 
oxígeno, queda con carga parcial negativa y los hidrógenos son despojados de forma 
parcial de sus electrones, por lo que muestran un predominio de carga positiva; la unión 
oxigeno-hidrógeno tiene 33% de carácter iónico. Cada molécula de agua es un pequeño 
dipolo, por lo que es muy polar (figura 2-1). El fenómeno tiene numerosas consecuencias 
en las propiedades fisicoquímicas del agua y en la organización molecular de los seres 
vivos. 


Carga parcial — 


Radio de van der Waals 
para el oxígeno = 0.14 nm 


Distancia de la unión 


Radio de van der Waals covalente O-H = 0.0965 nm 


para el hidrógeno = 0.12 nm 


Carga parcial + Carga parcial + 


Figura 2-1. Estructura de una molécula de agua. Las uniones covalentes entre el oxígeno y los hidrógenos se 
esquematizan con las líneas 
gruesas y se incluye la distancia que tiene cada unión covalente. Se anota el ángulo de los enlaces covalentes; 
también se indica la polaridad, distribución desigual de cargas en las distintas partes de la molécula. Asimismo, se 
anotan los diferentes radios de van der Waals en varias partes de la molécula. 


Cada molécula de agua se orienta en el espacio disponiendo su carga negativa en 
interacción con una carga positiva de otra molécula de agua. Un ejemplo de este arreglo 
tridimensional se tiene en la estructura del hielo, en donde las moléculas del agua están 
ordenadas. El análisis de la interacción de las moléculas de agua entre sí pone de 
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manifiesto que el enlace O-H de una molécula se orienta hacia la parte más negativa del 
oxígeno de otra molécula de agua, de tal forma que el hidrógeno de la primera tiene una 
“unión” con el oxígeno de la segunda O-H+***0 (figura 2-2). A la asociación entre dos 
moléculas, mediada por el átomo de hidrógeno, que requiere de direccionalidad y 
acercamiento muy precisos, se le llama puente de hidrógeno; en moléculas distintas a la 
del agua, el oxígeno puede sustituirse por nitrógeno. La energía del enlace covalente O-H 
es unas 20 veces mayor que la del puente de hidrógeno H+***0. Las uniones por puentes 
de hidrógeno se observan también en las macromoléculas que integran los seres vivos, en 
donde participan en la formación de sus estructuras tridimensionales y en las asociaciones 
intermoleculares de las proteínas o el ácido desoxirribonucleico. Sin embargo, el agua es 
la estructura con la mayor capacidad y versatilidad para formar puentes de hidrógeno. La 
formación de estos enlaces entre las moléculas de agua es un fenómeno cooperativo, de 
tal manera que la formación de un puente favorece que se forme otro, y viceversa, la 
rotura de un puente facilita la rotura de otro. Esto es, los puentes de hidrógeno se forman 
en grupo y se rompen en grupo. La existencia promedio de cada puente de hidrógeno es 
de un picosegundo, lo cual implica una enorme movilidad. 
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Ə Hidrógeno 


Oxígeno 


0.0965 nm 


Figura 2-2. Puentes de hidrógeno entre las moléculas de agua. Cada molécula de agua establece cuatro puentes 
de hidrógeno: el oxígeno de cada molécula acepta dos puentes de hidrógeno con otras tantas moléculas de agua. 

Asu vez, cada uno de los dos hidrógenos de una molécula de agua forma un puente de hidrógeno con el oxígeno 
de otra molécula. Compárense las longitudes y ángulos de la parte inferior de la figura con los de la figura 2-1. 
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El agua líquida a 0 °C tiene 15% menos puentes de hidrógeno que el hielo; también se 
sabe que los puentes de hidrógeno en el agua líquida están en un proceso continuo de 
rompimiento y restablecimiento. Se trata de un sistema dinámico, con rápidas 
fluctuaciones, en donde las moléculas individuales tienen participaciones cambiantes. El 
modelo que mejor resume y adapta las propiedades del agua incluye poco menos de 80% 
de moléculas que tiene la estructura del hielo (figura 2-3); 20% de las moléculas se 
empacan más y son más densas que las del hielo. El mayor empaque de las moléculas de 
agua se logra al ocupar de manera parcial los “huecos” que quedan, según se descubre al 
analizar de manera cuidadosa la estructura del hielo. Lo anterior explica por qué el hielo 
tiene densidad menor (0.92 g/mL) que el agua líquida a 0 °C (1.00 g/mL). El hecho de 
que el hielo flote en los océanos, debido a su menor densidad, favorece en grado notable 
el calentamiento de enormes masas de agua por el Sol, con lo que la temperatura de la 
Tierra se mantiene más alta y con menores fluctuaciones. 
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Figura 2-3. Estructura del hielo. Se observa el arreglo tetraédrico de las moléculas de agua debido a la existencia 

de los puentes de hidrógeno entre las propias moléculas. Es claro que el arreglo tetraédrico no es rígido, lo cual 

permite lo que se ha llamado una estructura “abierta” del agua en el hielo, que explica la menor densidad del hielo 
en relación con la del agua líquida. 
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Propiedades fisicoquímicas del agua líquida 


Las propiedades del agua están asociadas y determinadas de manera estrecha por sus 
puentes de hidrógeno intermoleculares. A continuación se revisan de forma breve algunas 
de sus propiedades fisicoquímicas, incluyendo ejemplos de la repercusión que dichas 
propiedades tienen en biología. 


Calor específico 


El calor específico se define como la cantidad de energía calorífica necesaria para 
aumentar la temperatura de 1 g de una sustancia en 1°C. Es alto para el agua (1 cal/g) en 
comparación con otros líquidos. Esta propiedad se puede entender como que el agua, 
gramo por gramo, absorbe más energía calorífica por grado que la mayoría de las demás 
sustancias. Se aprovecha esta propiedad al usar el agua como enfriador en los motores de 
automóviles y en los sistemas de calefacción de los edificios. La humedad de los bosques 
es definitiva para mantener con menores cambios de temperatura estos ecosistemas, en 
comparación con lo que se observa en los desiertos. En los mamíferos, el elevado calor 
específico del agua ayuda a mantener la temperatura homogénea en el cuerpo, mediante 
el bombeo constante de sangre desde el corazón hacia los tejidos periféricos, debido a 
que el componente más abundante de la sangre es el agua. 


Calor de fusión 


Se llama calor molar de fusión a la energía empleada en la fusión de un mol de un sólido. 
Se mide en el punto de fusión del sólido, y para el agua esto ocurre a 0 °C. De nuevo es 
posible comprobar que, en el paso de hielo a agua, el valor resulta de forma comparativa 
alto (80 cal/g). El calor de fusión representa la energía cinética que deben adquirir las 
moléculas del sólido para pasar de un orden continuo, impuesto por las fuerzas de 
atracción en el sólido, hacia un orden discontinuo, característico del líquido. En los seres 
vivos, el alto calor de fusión del agua ofrece un sistema eficiente de protección contra el 
congelamiento. Para congelar un mol de agua (18 g) se necesita eliminar la misma 
cantidad de energía que se absorbe al descongelarlo. 


Calor de evaporación 


Se llama calor molar de evaporación a la energía que se invierte en la evaporación de un 
mol de un líquido en su punto de evaporación. Como en el caso del calor de fusión, el de 
evaporación representa la cantidad de energía que requieren las moléculas en el estado 
líquido para vencer su mutua atracción y alejarse unas de otras, como en los gases. El 
calor de evaporación del agua también es alto; por lo tanto, se minimizan las pérdidas de 
agua que pudieran ocurrir en los seres vivos debido a la evaporación, de manera que 
protege contra la deshidratación. Además, si ocurre la evaporación, provee de un 
eficiente sistema de enfriamiento, debido a que la energía indispensable para la 
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evaporación “la toma” el agua de la superficie del ser vivo, con lo que se aprecia una 
sensación de frescura. Esta es una situación que se presenta, por ejemplo, en un clima 
cálido, en el que ocurre sudoración profusa con evaporación del agua presente en el 
sudor. 


Tensión superficial y adhesión 


La tensión superficial se manifiesta en la superficie de un líquido y corresponde a la 
cantidad de energía necesaria para aumentar su superficie por unidad de área. La tensión 
superficial depende de la atracción que sufren las moléculas de la superficie hacia el seno 
del líquido. Las fuerzas de atracción ocurren entre todas las moléculas; así, las moléculas 
ubicadas en el seno del líquido son atraídas de manera mutua en todas direcciones, 
mientras que las moléculas de la superficie, al no existir moléculas del líquido que las 
atraigan hacia “afuera”, no tienen esa atracción de compensación. Por lo tanto, 
predomina, con mucho, la atracción hacia el seno del líquido. El resultado es la tendencia 
a formar gotas en las que se exhiba la menor superficie compatible con la fuerza de 
gravedad. La tensión superficial relativamente alta del agua se encuentra influida por su 
adhesividad y por su viscosidad. Por adhesividad se entiende la fuerza de unión con una 
superficie, y por viscosidad, la resistencia a fluir a través de un tubo capilar. Un líquido 
es menos viscoso cuanto más rápido fluya. La viscosidad del agua es alta en relación con 
su peso molecular. 

La combinación de estas tres propiedades del agua (tensión superficial, adhesividad y 
viscosidad) al parecer tiene importancia especial en los seres vivos. Se nota en el caso de 
los capilares. En un capilar, la fuerza adhesiva hace que el agua suba por él y, debido a la 
tensión superficial y viscosidad de la misma agua, las moléculas del seno del líquido 
“siguen” a las de la superficie en su ascenso por el capilar. El proceso no depende de una 
fuente externa de energía y su límite está dado por el diámetro del capilar y la fuerza de 
gravedad; este fenómeno se encuentra muy difundido en la naturaleza, por ejemplo, en 
las raíces y en los tallos de las plantas. Es notable cómo el agua puede ascender más de 
100 m de altura en los árboles, desde abajo del nivel del piso hasta la copa del árbol, sin 
requerir de un sistema de bombeo. 


Otras propiedades fisicoquímicas del agua 


Constante dieléctrica. Es la propiedad de los solventes de separar iones de cargas 
opuestas. Al igual que los valores de las propiedades fisicoquímicas descritas arriba, la 


constante dieléctrica del agua a 20 °C es muy grande, de 80. 

Hidratación. Es la capacidad de rodear los iones con moléculas de agua que se 
orientan según la carga de los iones y se disponen en capas concéntricas de moléculas 
alrededor del ion. Cuando el solvente es distinto del agua, esta propiedad recibe el 
nombre de solvatación. 

Hidrólisis. Ésta es la reacción química en la que interviene una molécula de agua que 
reacciona con otra molécula diferente. En la reacción se fragmentan ambas moléculas. 
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Por ejemplo, el azúcar común, sacarosa, reacciona con el agua y por hidrólisis se 
fragmenta en dos moléculas más pequeñas, glucosa y fructosa, en donde el H y el OH 
del agua quedan incorporados a las moléculas resultantes: 


sacarosa + H20 $ glucosa + fructosa 
=> 


En los mamíferos, la digestión en el tubo digestivo implica en mayor medida múltiples 
reacciones de hidrólisis. 

Tonización del agua. La ionización o disociación del agua comprende la separación del 
agua en los iones que la forman, el protón, H*, y el hidroxilo u oxhidrilo, OH”. La 
disociación sucede de manera espontánea en el seno del agua y se analiza en el tema de 
ácidos, bases, pH y amortiguadores. 
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El agua como solvente 


Al agua se le identifica como el solvente universal, debido a su capacidad de disolver más 
sustancias y en mayor cantidad que cualquier otro solvente. La constante dieléctrica del 
agua, su capacidad de hidratación y de formación de puentes de hidrógeno, así como la 
posibilidad de romper los enlaces iónicos de las moléculas que disuelve, explican el 
comportamiento del agua como solvente universal. 

La atracción electrostática de ¡ones con cargas opuestas disminuye 80 veces (constante 
dieléctrica del agua) al colocarse en agua. Un ion positivo en el seno del agua atrae las 
cargas negativas de las moléculas del agua, las cuales se disponen en capas alrededor del 
ion. Si la carga del ion inmerso es negativa, atraerá las cargas positivas de las moléculas 
de agua. El resultado es que los iones se separan y quedan disueltos (figura 2-4). 


OO ~ 
o0 0646 


Figura 2-4. Esquema de la solvatación de iones por moléculas de agua que adquieren una orientación definida. 


Cuando las moléculas que se colocan en el agua contienen puentes de hidrógeno entre 
ellas, las moléculas de agua tienden a debilitar tales puentes y sustituirlos por nuevos 
puentes de hidrógeno, en los que intervienen moléculas de agua; con ello, se separan 
entre sí las moléculas del compuesto que se colocó en el agua. Un ejemplo sería la 
disolución de la sacarosa (azúcar de caña) en agua. 

Además, el agua manifiesta una importante influencia en las moléculas que no se 
disuelven en ella, las no polares del tipo de las grasas o aceites. Si varias gotitas de grasa 
se colocan en el agua, cada una de ellas ocupará un espacio que promoverá un 
incremento en la organización del agua alrededor de la superficie hidrofóbica, con la 
consecuente disminución de la entropía del sistema. El resultado final, compatible con la 
situación más estable, es que se formen dos fases, la de arriba, que contiene a las 
moléculas no polares, y la de abajo, formada por las moléculas de agua. De esta manera, 
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hay una gran disminución de la superficie de contacto entre el agua y la región 
hidrofóbica, lo que conduce a un aumento de la entropía. A este fenómeno se le conoce 
como efecto hidrofóbico, y se basa en la tendencia del agua a rechazar las superficies no 
polares. Es decir, aunque existen fuerzas de atracción entre las moléculas no polares 
(fuerzas de van der Waals, fuerzas de dispersión de London), la “fuerza” que dirige a las 
moléculas no polares a separarse del agua, es el rechazo del agua por las superficies 
hidrofóbicas. El acomodo de los lípidos para formar membranas en las células o el 
ocultamiento de los residuos de aminoácidos en el núcleo de una proteína siguen las 
tendencias generales aquí esbozadas. 

En resumen, la capacidad del agua de afectar la conformación de todas las moléculas 
celulares, unas por mantenerlas en la solución y otras por eliminarlas de la solución, hace 
del agua el medio idóneo para que todas las moléculas presentes en los seres vivos 
adopten las formas que tienen: las más estables y las que les permiten realizar sus 
funciones en los seres vivos. 


Constante de equilibrio del agua 


En el caso de la descomposición del agua, H2O, en H* + OH, se encuentra que hay dos 
reacciones, una de ellas es la rotura del H,O para formar OH” + H y la otra la 
formación de H20 a partir de H* + OH": 


H-O S H* + OH- 


Como para cualquier otra reacción, se puede definir su constante de equilibrio: 


[H*] [OH] 
[H20] 


Cuyo valor se obtiene de manera experimental para una temperatura dada. En general, 
si a moléculas de una sustancia A reacciona con b moléculas de B, para formar e 
moléculas de C y d moléculas de D, 


aA + bB S cC + dD 
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la constante de equilibrio estará dada por la siguiente ecuación: 


o= A B 
Ea Di 


En donde las concentraciones de A, B, C y D son las que se alcanzan cuando el sistema 
llega al equilibrio. 


Constante de ionización 


Cuando un ácido fuerte se disuelve en agua, la mayor parte de las moléculas se disocian 


y forman los protones H* y los aniones A” correspondientes, a los cuales se les llama 
base conjugada; cuando un ácido débil se disuelve en agua, una gran cantidad de las 
moléculas permanecen en forma neutra, no disociada, HA, sin carga eléctrica, y una 
parte pequeña se disocia formando los protones H”, y las correspondientes bases 
conjugadas (A). La proporción en que un ácido se disocia más que otro depende de una 
cualidad intrínseca de cada uno y se manifiesta, de una manera cuantitativa, en la 
constante de ionización o de disociación. Esta constante describe el equilibrio entre las 
moléculas del ácido que permanecen sin disociarse y los iones formados a partir de dicha 
molécula. Para obtener la constante de disociación de un ácido se requiere determinar de 
manera experimental la proporción de las moléculas que se ionizan; en el caso del ácido 


acético la constante de ionización, obtenida de forma experimental es 1.781 x 10% M. 
CH¿COOH S CH¿COO- + H+ 


[H+][CH3C00 ] : 
= —IcH,cooH] 71781 x 10-5 M 


Trabajar con números como 0.00001781 dificulta los cálculos y se puede cometer 
errores. Un modo sencillo de representar esa cifra es calcular el negativo del logaritmo 
decimal del número: 


pK = -logK 
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En donde p es igual a -log 


Por ejemplo, con K igual a 0.00001 M, se tendría: 


K = 0.00001 M = 10-> M 
pK = -log(1073) = -log(0.00001) = 5 


Por lo tanto, cuanto mayor es la constante de ionización, tanto más pequeño resultará el 
pK, y cuanto menor es la constante de ionización, tanto mayor será el pK. Por ejemplo, 


la constante de ionización del ácido acético es muy pequeña, 1.781 x 107% M, pero su pK 
es relativamente grande, 4.749. 


Kácido acético = 1.781 X 10 M 
pK = -logK 
pK = -log(1.781 x 10-5) = 4.749 


En contraste, los ácidos fuertes tienen valores de pK muy pequeños. Cabe mencionar 
que el pK no tiene unidades. 
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El pH y la disociación del agua 


Según Brónsted, los ácidos son sustancias que liberan iones hidrógeno (H*, o protones) 
cuando están en solución; las bases, siguiendo este concepto, son las sustancias que 
pueden captar H*. El radical restante, una vez que la sustancia ha perdido el H*, se 
denomina base conjugada del ácido; por ejemplo, el ácido clorhídrico, HCl, en solución 
da H, más su base conjugada CT; el H,COx produce H* y la base conjugada, el ion 
bicarbonato HCOz”. Cuando es mayor la facilidad para ceder H*, el ácido es fuerte, 
como el HCl y el ácido sulfúrico, H2SO4; en cambio, el ácido es débil si la molécula tiene 
gran afinidad por el H” y, por lo tanto, lo libera en muy escasa proporción, como en el 
caso del ácido acético. 

Tratándose de ácidos, álcalis o, en general, de electrólitos, sus disociaciones son 
reversibles, pero predomina de forma natural el sentido de la reacción hacia uno u otro 
lado, dependiendo de la afinidad de los componentes ¡onizables. Por ejemplo, si un ácido 
se disocia en solución acuosa, produce: 


HA S H+ + A- 


Donde A` representa la base conjugada de este ácido. Si se aplica la definición de la 
constante de equilibrio, expresando, como es costumbre, las concentraciones de los 
componentes con paréntesis rectangulares, se obtiene la constante de disociación o de 


[H+] [A>] 
[HA] 


Ahora, si se trata del agua, es posible considerarla también una sustancia que puede 


reaccionar como ácido, es decir, liberar H”: 


H20 — H? + OH- 
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O como base, recibiendo H” del siguiente modo: 


-+ O+ 
H2O + H+ > H3 
Este último se llama ion hidronio. Sumando las dos reacciones, se tiene: 


+ pis 
2H0 S H30* + OH 
Una de las dos moléculas de agua sirve para captar el H” liberado por la primera. Con la 


connotación habitual de H* en vez del ion hidronio H3O”, la disociación del agua se 


representa como H2O = H* + OH y la constante de ionización como: 
[HĦIHO] 
[H,O] =K ionización 


Por medios experimentales se demuestra que la cantidad de H* en agua pura a 25 °C es 
de 107” M. Como la ionización del agua implica la formación de la partícula negativa 
correspondiente, OH”, se acepta que su concentración es de 10"? M. Para fines prácticos, 
la concentración de agua no ionizada [H20] es una constante (55.5 M), y por lo tanto, 
puede incorporarse a la constante de ionización K, para obtener Kagua, Mejor conocida 
como producto iónico del agua: 


[H*][HO-]  [H+*][HO7] 
[H,O] constante “ionización 


[H+] [HO] = constante x K = K 


ionización agua 

Para el agua pura a 25 °C, Kagua es de 107 x 107, o sea 101% éste es un valor 
constante, independiente de las proporciones relativas de H u OH”. Esta relación se 
sostiene aun cuando se añadan al agua sales, ácidos o álcalis. Si se agrega ácido aumenta 
el H*, pero disminuye el OH”, de manera que [H*] x [OH] permanece en 10714 Cuando 
H* = OH se acepta que la solución es neutra; si H es mayor que OH” la solución es 
ácida; si OH” es mayor que H” la solución es alcalina. Aunque los valores de las 
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concentraciones de H” y de OH” están de manera estrecha relacionadas, en la práctica lo 
que se emplea es la concentración de H”. Se trata de cifras muy pequeñas, como la que 
representa [H”] en el sitio de la neutralidad, que es 0.0000001 M. Aun convirtiendo esto 
a la forma exponencial 107”, la notación con exponente negativo es difícil de usar. Como 
se mencionó antes, Sörensen ideó un recurso que permite manejar estas cifras con 
sencillez, el cual consiste en emplear el negativo del logaritmo decimal de la 
concentración de H*, y denominó pH a este término. Por lo tanto, el pH no es, en sí 
mismo, una propiedad de las soluciones ni una actividad especial de ellas ni el potencial 
de hidrógeno; el pH es sólo una manera sencilla de representar la concentración de H* de 
una solución, que suele tener cifras de difícil manejo. Transportando el concepto de pH a 
las soluciones, se encuentra que una solución neutra tiene pH 7; las soluciones ácidas 
tienen pH menor de 7 y mientras más pequeño sea el pH, su acidez es mayor. Las 
soluciones alcalinas tienen pH mayor de 7 y mientras mayor sea el valor, menor la 
concentración de H” o mayor la de OH. 

Los límites de la escala de pH habituales se han colocado en 0 y 14, que corresponden 
de manera aproximada a la realidad de las posibilidades prácticas de tener soluciones con 


esta concentración de H”. En efecto, aunque en teoría sería posible un pH menor de 0 o 
mayor de 14, en la práctica es poco frecuente encontrar este tipo de soluciones. 

Debe advertirse que los cambios en una unidad de pH corresponden a aumentos 
logarítmicos, o sea, 10 veces en un sentido o en otro. Por ejemplo, el pasar de pH 7, con 
H* = 0.0000001 M, a pH 6 = 0.000001 M de H*, implica un aumento de 10 veces la 
concentración de H*, aunque el pH sólo se haya modificado en una unidad. Una 
modificación muy ligera del pH de la sangre, como la que ocurre al descender su valor de 


7.4 a 7.3, representa un aumento de 26% en la concentración de H*. 
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Soluciones amortiguadoras 


Las soluciones que conservan su pH con tenacidad, aunque se les añadan grandes 
cantidades de ácidos o álcalis, se conocen como soluciones amortiguadoras, tampón o 
“buffer”; casi siempre están formadas por una mezcla de un ácido débil y la sale de su 
base conjugada, como en el ejemplo típico de las mezclas de ácido acético y acetato de 


[H+] [A>] 
[HA] 


sirve para encontrar la relación que existe entre el pH de una solución acuosa de un ácido 
y las concentraciones de la base conjugada y el ácido, para un valor de la constante de 
disociación del ácido, expresada como pĶ. Para ello se procede como sigue. Si se toman 
los logaritmos en ambas partes de la ecuación, se tiene: 


a [HYATT _ i [A7] 
log K = log -HA log[H*] + log == [HA] 
Cambiando los signos se produce la siguiente igualdad: 
2 [HA TA] 
-logK = -log [HA] log [H*] +-log — [HA] 


Puesto que pH = -log [H*] y pK = -log K, se obtiene: 


pK = pH — log =———= HA] 


Al reagrupar términos queda: 
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[A] 
[HA] 


Ésta es la forma habitual de la llamada ecuación de Henderson-Hasselbalch, que explica 
el comportamiento de ácidos débiles, bases débiles y sistemas amortiguadores. 
Se observa que cuando la concentración de la base conjugada es igual a la del ácido 


pH = pK + log =— 


([A7] = [HA] entonces el valor de log([A]/[HA) es igual a cero (ya que el logaritmo de 
la unidad es 0), y en estas circunstancias, el valor numérico de pH es igual al valor 
numérico de pK, o sea: pH = pK. En cualquier otra circunstancia, las proporciones 
relativas de la base conjugada con respecto al ácido determinan el pH de una solución 
amortiguadora. Se insiste en que son las proporciones relativas entre el ácido y la base 
conjugada, y no las cantidades absolutas de ellos, las que determinan el pH. En efecto, el 


[A7] 
| 
9 THA] 


no cambia si se trata de soluciones 1N, 0.1 N, o 0.001N, del ácido y de la base 
conjugada. Sin embargo, la capacidad amortiguadora de una solución depende de dos 
factores: 1) de la concentración del sistema amortiguador y 2) de qué tan cerca está el pH 
de la solución del pK del ácido. Mientras mayor sea la concentración del amortiguador y 
la cercanía del pH de la solución del pK del ácido, la capacidad amortiguadora del 
sistema amortiguador va a ser más grande. 

Si a una solución amortiguadora del par ácido acético/acetato de sodio se añade un 
ácido fuerte, sólo se produce un cambio ligero de pH porque el ácido fuerte libera 
hidrogeniones que se combinan con los abundantes iones acetato para formar el ácido 
acético ionizado de forma débil: 


=0 


HCI + CH3¿COONa > NaCl + CH¿COOH 


es decir, se ha cambiado un ácido fuerte muy lonizado por un ácido débil muy poco 
ionizado y, como los H* se combinan con el ion acetato, la modificación del pH es 
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mínima. 
La adición de un álcali fuerte, NaOH (hidróxido de sodio o sosa cáustica), se compensa 
de manera parecida: 


Nat + OH” + CH3COOH > CH3C0O” + Nat + HO 


El efecto de la adición de sosa sobre el pH es muy leve, debido a que los OH” se 
combinan con los H” provenientes del ácido acético y forman H0. En los organismos 
los sistemas amortiguadores presentes en las células y en los líquidos extracelulares 
garantizan la constancia de la concentración de H™. Los de mayor utilidad son los 
sistemas del CO, (el anhídrido del ácido carbónico) y su base conjugada, el bicarbonato, 
y el del ácido fosfórico (HPO¿?/H>POy'), debido a que la mayoría de las funciones 


celulares se realizan a pH cercanos a la neutralidad, a los cuales estos sistemas 
amortiguadores tienen mayor margen de acción. 


e Preguntas de reforzamiento 


1 Explica lo que ocurriría si la diferencia de electronegatividad entre el oxígeno y el hidrógeno fuera de 0. ¿Existiría la vida en la 
tierra? 


2 La estructura del agua es tetraédrica y el ángulo entre los dos enlaces covalentes del oxígeno con los hidrógenos en el agua es de 
104.59. Si su estructura fuera lineal, es decir, si el ángulo entre los dos enlaces OH fuera de 180%, ¿en qué fases esperaría encontrar 
al agua en la naturaleza? 

3 Calcula la concentración de hidrogeniones en una solución que tiene una concentración de hidroxilos (OH”) de 5.32 x 10m. 


4 ¿Qué es un ácido y una base según la definición de Brónsted y Lowry? 


5 Calcula el pH de la solución que se obtiene al añadir 0.1 mol de HCl a 1 L de agua pura y a 1 L de una solución amortiguadora 
que contiene 0.25 M H2PO4 y 0.25 M de HPO4. Tomar un pKa de 7.21 para este sistema amortiguador. 


6 El pH de la sangre es de 7.4 Calcula la concentración de hidrogeniones. 


Respuestas: 3. 1.88 x 101% M, 5. pH = 1, 6.84, 6. 3.98 x 10% M. 


Referencias 


Burtis CA, Ashwood ER, Bruns DE: Tietz fundamentals of clinical chemistry, 6% ed. Philadelphia: Saunders Elsevier, Co. 2008. 

Chang R: Physical Chemistry for the Biosciences. Sausalito, California, University Science Books, 2005. 

Chaplin MF: Water: its importance to life. Biochemistry and Molecular Biology Education, 2009;29:54-59, 

Constanzo LS: Physiology, 5? ed. Philadelphia, Saunders Elsevier, 2014. 

Curtright R, Emry R, Heaton RM, Markwell J: Facilitating Student Understanding of Buffering by an Integration of 
Mathematics and Chemical Concepts. Biochemistry and Molecular Biology Education, 2004; 32:71-77. 


booksmedicos.org 


Devlin TM: Textbook of biochemistry with clinical correlations , 7% ed. New York, John Wiley and Sons Ltd, 2010. 
Dowben RM: General Physiology. A molecular approach. New York, Evanston & London: Harper and Row, 1969. 
Eisenberg DS, Kauzmann W: The structure and properties of water. Oxford, Clarendon Press, 2006. 


Lieberman M, Peet A: Marks "Essentials of Medical Biochemistry: A Clinical Approach, 2% ed. Baltimore, Lippincott Williams & 
Wilkins, 2015. 
Melo-Ruiz V, Cuamatzi-Tapia O: Bioquímica de los procesos metabólicos. Barcelona: Editorial Reverté, 2013. 


Morris JGA: A biologists physical chemistry, 2% ed. London: Edward Arnold, 1974. 


Nelson DL, Cox MM: Lehninger principles of biochemistry, 6% ed. New York, Freeman, W. H. & Company 2012. 
Pang XF: Water: molecular structure and properties. New Jersey: World Scientific, 2014. 


Sherwood L: Human Physiology: From Cells to Systems. 7* ed. Canadá, Brooks/Cole, 2010. 
Van Holde KE, Johnson WC, Ho PS: Principles of physical biochemistry, 2% ed. New Jersey, Pearson Prentice Hall, 2006. 
Voet D, Voet JG: Biochemistry, 5% ed. New York, John Wiley and Sons Inc, 2016. 


booksmédicos.org 


Capítulo 3 
oo Metabolismo del agua 


hs? o° y los electrólitos 


Enrique Piña Garza, Juan Pablo Pardo Vázquez 


e Equivalentes y miliequivalentes 

e Aspectos biológicos de la presión osmótica 

e Distribución del agua en el organismo 

e Balance del agua e ingestión de agua 

e Excreción de agua 

e Requerimientos de agua 

e Composición de los compartimientos líquidos 

e Equiosmolaridad entre los compartimientos extracelulares e intracelulares 
e Intercambio de agua y electrólitos entre los compartimientos 

e Efecto de las soluciones isotónicas, hipotónicas e hipertónicas 
e Deshidratación con aumento relativo de sales 

e Deshidratación con pérdida de sales 

e Deshidratación paralela a la pérdida de sales 

e Retención de agua 

e lones extracelulares: sodio y cloruro 

e Tones intracelulares 


e clave 


| El peso equivalente corresponde a la masa en gramos de una sustancia que reacciona con un gramo de iones hidrógeno a5 en 


una reacción ácido-base. Un mol de iones hidrógeno corresponde a un gramo de estos iones, y puesto que es un ion monovalente, 
también corresponde a un mol de cargas positivas. 


2 Entre 55 y 70% del peso corporal de un individuo corresponde al contenido de agua. 


3 El agua se distribuye en los compartimientos extracelular e intracelular. Del 30 al 40% del peso corporal es agua intracelular y del 
16 al 20% es extracelular. 


4 Una solución hipertónica disminuye el volumen celular debido al flujo de agua del espacio intracelular al extracelular. La solución 
hipotónica produce un aumento del volumen celular y en la isotónica el volumen no cambia. 


5 Los iones más abundantes en el líquido o espacio extracelular son el Na” y el CI. En el espacio intracelular son el K”, las 
diferentes formas del fosfato y las proteinas. 


6 La concentración de cargas positivas es igual a la de cargas negativas. Esto se cumple para una solución cualquiera y para los 
espacios intracelular y extracelular. 
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El conocimiento del metabolismo del agua y los electrólitos es de gran interés médico, 
por ejemplo, los casos de pérdida de líquidos y sales por vómito, diarrea, traumatismos y 
quemaduras, o los de retención de agua y sales en la insuficiencia cardiaca congestiva y 
en la insuficiencia renal del síndrome nefrótico, entre otras. 

Los líquidos corporales muestran una gran constancia en la concentración de sus 
componentes iónicos, pH y temperatura; además, tienen mecanismos muy eficaces para 
su regulación y cuentan con sistemas protectores contra la pérdida de agua, como la piel 
y el riñón, cuyo fin es conservar, al grado máximo posible, la concentración de los 
distintos componentes del medio interno; es decir, en rigor, la expresión del clásico 
aforismo de Bernard: “La constancia del medio interno es la condición de la vida libre.” 
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Equivalentes y miliequivalentes 


Para el estudio del equilibrio hídrico y electrolítico se usa la notación de miliequivalentes 
por litro El miliequivalente corresponda a la milésima parte de un equivalente y se abrevia 
como mEq. El concepto de equivalente se basa en el poder de combinación de cualquier 
sustancia o compuesto con la unidad de referencia, un átomo gramo de carbono 12; en la 
práctica, se define un equivalente como la cantidad de un ion (compuesto por un solo 
elemento como el sodio, cloro o calcio, o por un conjunto de elementos que integran un 
ion complejo, como el amonio [NHy*], sulfato [S047] o fosfato [PO4)) que se 
combina con un átomo gramo de hidrógeno con su carga positiva o lo desplaza. Por 
ejemplo, un equivalente de sodio (peso atómico 23), o sea 23 g de sodio, se combina por 


completo con un equivalente de CF (peso atómico 35.5), o sea 35.5 g de CT, para formar 
de manera exacta 58.5 g de NaCl (figura 3-1). 


Figura 3-1. Diagrama para ilustrar el significado de “equivalencia” en términos químicos, utilizando el sodio y el 
cloruro como ejemplos, a los que se dan, respectivamente, 23 y 35.5 como valores de peso atómico. En el 
esquema superior, cuando los pesos son iguales no se combinan todos los iones en forma estequiométrica, es 
decir, quedan algunos iones sodio sin combinarse; en el inferior, pesos distintos, pero “equivalentes”, se 
combinan. 


Con fines prácticos, el equivalente se obtiene a partir del peso molecular en gramos de 
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un ion dividido entre su electrovalencia. El equivalente de los iones Na”, H*, CF, entre 
otros, es su peso atómico en gramos, ya que su valencia es de 1; asimismo, el 


equivalente del ion complejo NH4” es la suma de los pesos atómicos, en gramos, de 1 N 
y 4 H; en el caso del Na2S5O4, el peso molecular en gramos debe dividirse entre 2 para 
dar el equivalente, ya que la valencia es de 2 (se liberan dos Na”); la misma división debe 
hacerse en el caso de los iones divalentes, como el SO4? y el Ca?” (tienen dos cargas). 
En el caso del ácido fosfórico que puede liberar 3 H*, H¿PO4, se debe dividir su peso 
molecular entre 3 para dar el equivalente. 
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Aspectos biológicos de la presión osmótica 


A partir del hecho de que la temperatura de congelación del agua baja cuando se le añade 
sal, se inició el estudio más general de las propiedades de las soluciones que se modifican 
al añadir un soluto, propiedades denominadas coligativas (ligadas en conjunto). Las 
propiedades de las soluciones que se afectan por la adición de solutos incluyen, entre 
otras: punto de congelación, punto de ebullición, presión de vapor y presión osmótica. La 
magnitud del cambio de las propiedades coligativas es directamente proporcional a la 
cantidad de soluto añadida a la solución. Así, una solución molal (1 mol más 1 000 g de 
agua) de un no electrólito, como la glucosa, produce un aumento de 0.5 *C en el punto 
de ebullición, una disminución de 1.86 *C en el punto de congelación, una baja de 17.5 
mm de Hg en la presión de vapor y un aumento de la presión osmótica capaz de sostener 
una columna de agua de ¡230 m de altura! La medida de una sola de estas propiedades 
permite conocer las otras y relacionarlas con el denominador común: la concentración del 
soluto en la solución. 
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Valores de presión osmótica en los líquidos biológicos 


La presión osmótica corresponde a la presión hidrostática que se aplica a la solución 
concentrada para impedir el flujo de agua desde la solución diluida, cuando ambas están 
separadas por una membrana semipermeable, que permite el flujo de agua, pero no el de 
los solutos disueltos. Un osmol representa un mol de partículas disueltas que contribuyen 
a la presión osmótica, en un sistema en el que una membrana semipermeable separa dos 
compartimientos, uno con agua pura y otro con una solución del soluto en agua para dar 
una concentración final de un mol de partículas/litro. Una solución 1 osmolar es aquella 
que tiene un mol de partículas por litro de solución, es decir, un osmol por litro. Por 
ejemplo, una solución con 58.5 g de NaCl en 1 litro de solución contiene dos osmoles en 
1 litro. Esto se debe a que el mol de NaCl se disocia por completo en el agua y da lugar a 


un mol de Na* y un mol de CT; se tienen dos moles de partículas que corresponden a 
dos osmoles. La misma presión osmótica se habría obtenido si se hubieran disuelto dos 
moles de glucosa, la cual no se ioniza. Es decir, la presión osmótica depende del número 
de partículas y no de su carga o tamaño; la misma presión osmótica puede ejercerse por 
una molécula grande, como una proteína con peso de varios miles de daltons y muchas 


cargas, o por una molécula de glucosa o un ion de Na” o de CT. 

Las presiones osmóticas del plasma sanguíneo, las secreciones digestivas como jugo 
gástrico, pancreático, intestinal y bilis, así como otros líquidos como el cefalorraquídeo y 
sinovial, entre otros, son idénticas; en general, estos líquidos tienen una concentración de 
partículas disueltas equivalente a 0.3 molar, que comprende tanto sustancias ionizadas 
como no electrólitos. En general, las membranas celulares son permeables al agua y a 
algunos solutos e impermeables a otros; sin embargo, en equilibrio, las concentraciones 
molares —y, por tanto, las presiones osmóticas de un lado y del otro de la membrana— son 
iguales. Una situación fisiológica dada se define en términos de la concentración de las 
soluciones a ambos lados de una membrana: si la osmolaridad es igual de un lado y otro 
de la membrana se habla de soluciones isoosmóticas; si la solución tiene mayor 
concentración que la del otro lado es hiperosmótica; y cuando la solución tiene menor 
concentración se denomina hipoosmótica. Por otro lado, si se toma en cuenta el efecto 
sobre el volumen celular, cuando una solución no cambia el volumen de las células, por 
ejemplo los eritrocitos, se dice que es isotónica; si produce un aumento del volumen 
celular o inclusive la rotura de la célula, la solución es hipotónica, mientras que si induce 
una contracción del volumen de la célula por la salida de agua, se tiene una solución 
hipertónica. Un buen ejemplo es el de los glóbulos rojos (eritrocitos o hematíes) 
suspendidos en soluciones de distinta concentración: cuando se colocan en agua o en 
soluciones salinas con menos de 320 miliosmoles por litro, los glóbulos rojos se hinchan 
y se rompen debido al flujo de agua hacia su interior para igualar la concentración de 
solutos dentro y fuera del glóbulo; como consecuencia de este flujo de agua, la 
membrana del eritrocito no resiste la presión y se produce la hemólisis, el fenómeno de 
rotura de los glóbulos rojos. Cuando estas células se colocan en soluciones con más de 
320 miliosmoles por litro, los glóbulos pierden agua y se encogen, arrugándose. Al poner 


booksmédicos.org 


los hematíes en una solución con 320 miliosmoles por litro, entra y sale la misma 
cantidad de agua y los glóbulos están en una solución isotónica. La isotonicidad entre 
todas las células y los compartimientos líquidos debe mantenerse constante; cualquier 
alteración implica su corrección inmediata para regresar al equilibrio. Por ejemplo, si se 
bebe mucha agua y la sangre se diluye, la osmolaridad de ésta baja y pasa más agua de la 
sangre a los tejidos; el organismo tiende a restablecer el equilibrio eliminando agua por 
vía renal. 
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Distribución del agua en el organismo 


La cantidad de agua en el organismo humano —unos 40 L para un hombre adulto normal 
de 70 kg de peso- tiende a mantenerse constante, siempre que se especifique el 
contenido de agua en relación con la masa tisular magra, o sea el tejido sin grasa, cuya 
composición es constante: 70% de agua, 20% de proteínas y poco menos de 10% de 
lípidos. El agua existe en todos los tejidos del organismo; en algunos sitios es el 
componente más abundante, por ejemplo, en los líquidos extracelulares, donde forma de 
93 a 99% de su peso; en otros, como la piel o el hueso, disminuye a 60 y hasta 20% 
(cuadro 3-1). 


Cuadro 3-1. Porcentaje de agua en los tejidos humanos 


Líquidos extracelulares 93 a99 
Plasma 93 
Intestino 82 
Riñón 80 
Músculo 78 
Hígado 75 
Eritrocitos 69 
Piel 65 
Esqueleto 20a60 
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Compartimientos líquidos del organismo 


La masa total de agua en el organismo oscila entre 55% del peso corporal para los obesos 
y 70% para los individuos delgados. Las dos terceras partes del agua están en células (30 
a 40% del peso corporal), y la otra tercera parte fuera de ellas (16 a 20% del peso 
corporal total), dividido a su vez en el líquido intersticial (15% del peso corporal) y el 
plasma, este último dentro de la red vascular, con 5% del peso corporal. Los 
compartimientos y sus proporciones relativas se muestran en la figura 3-2. 


Tubo digestivo 


Piel y Plasma 


pulmones 5% del peso corporal arza Riñón 


Agua intersticial 


15% del peso corporal 


Agua intracelular 
50% del peso corporal 


Figura 3-2. Esquema de la distribución de agua en los distintos compartimientos. Se muestra el estrecho 

contacto entre el plasma y el tubo digestivo que representa la vía normal de ingreso de agua al organismo. 

Asimismo, se señala la relación entre el plasma y el pulmón, la piel y el riñón que representan las vías de 
eliminación de agua del organismo. 
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Balance del agua e ingestión de agua 


El balance de agua es condicionado por la propia osmolaridad de los líquidos corporales. 
En condiciones normales, el acopio de agua es de 2 a 2.5 L diarios y proviene de tres 
fuentes principales: el agua visible (agua de bebida o alimentos líquidos), unos 1 200 mL 
en condiciones normales; el agua oculta, que forma parte de los propios alimentos 
(verduras, frutas), con cerca de un litro por día; y el agua de oxidación, la cual, con una 
dieta mixta normal, es de unos 300 mL y es producida en la mitocondria, a nivel de la 
cadena respiratoria, por la unión de los electrones provenientes del metabolismo en los 
procesos oxidativos con el oxígeno. 
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Excreción de agua 


Existen diversos caminos por los cuales el agua se expulsa del organismo. Las principales 
vías son la urinaria, fecal y cutánea, a través de la sudoración y la pérdida insensible 
representada por el agua que se elimina por los pulmones en la respiración y por la piel, 
la cual es de 1 000 a 1 200 mL por día. De estas vías, la renal actúa como 
complementaria de las otras pérdidas, pues la pérdida insensible (poco más de un litro 
diario) y la de las materias fecales (100 mL diarios) son constantes; el riñón excreta, en 
general, de 1 200 a 1 500 mL diarios, por encima de lo eliminado por la piel, los 
pulmones y el tubo digestivo. En condiciones de escasez de agua, una vez satisfechas las 
pérdidas obligatorias, si el riñón dispone de poca agua para excretar las sustancias que 
deben eliminarse por la orina, se crea una insuficiencia renal relativa y, por falta de agua, 
se acumulan en el organismo las sustancias de desecho, aun después de usar al máximo 
el agua extracelular e incluso el agua intracelular disponibles. 

Eliminación renal. El riñón filtra a diario alrededor de 200 L de plasma con 142 mEq 
de sodio/L. La orina excretada no pasa de un litro al día con alrededor de 100 mEq de 
sodio, debido a un eficiente mecanismo de reabsorción, tanto de agua como de sodio. El 
riñón tiene gran capacidad de eliminar agua y diluir los sólidos excretados; sin embargo, 
su capacidad de concentración, aunque grande, tiene límite; así, la densidad de la orina 
rara vez excede los 1.040 g/mL, aun en condiciones de gran escasez de agua. En general, 
se necesitan por lo menos 500 mL de agua diarios para eliminar los sólidos, 40 a 50 g, 
derivados del metabolismo. 

Sudoración. Es un mecanismo muy activo para la regulación de la temperatura 
corporal; cuando la temperatura ambiente se eleva, el organismo tiende a eliminar calor, 
es decir, a bajar su temperatura por medio de la sudoración, extrayendo así calor de las 
masas tisulares; en situaciones de calor extremo, suelen perderse 10 L o más de agua en 
un día. El sudor es una solución hipotónica que contiene, en mEq/L, las siguientes 
sustancias: Na”, 48; K*, 5.9; CT, 40; NHy”, 3.5, y urea, 9. Sin embargo, existen 
mecanismos reguladores de la salida de sales en el sudor y, por ejemplo, en el individuo 
aclimatado a medios cálidos, la pérdida de sal en el sudor es mínima. 

La expresión de los requerimientos y la pérdida diaria de agua en forma de moles, en 
lugar de la forma más común de litros, permite algunas comparaciones interesantes. Vale 
la pena recordar que, desde el punto de vista químico, la forma adecuada de comparar 
las cantidades de los compuestos es el mol, puesto que las reacciones químicas se dan 
entre las moléculas (una molécula con otra molécula, con independencia de su tamaño), 
por lo que las comparaciones expresadas en gramos no dan idea del número de 
moléculas, ni de la posibilidad de combinación química. Recuérdese también que la 
unidad internacional de concentración es la de mol/L, por las mismas razones anotadas 
en las líneas anteriores. 

En relación al intercambio de agua hay que considerar que cada litro de agua pura 
contiene 55.5 moles de agua, lo cual resulta de dividir el peso de un litro de agua pura, 1 
000 g, entre el peso molecular del agua, 18 g (1 000/18 = 55.5). Por tanto, si en 
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promedio se ingieren 2 L de agua al día y se pierde una cantidad igual, cada día se 
reciben, y a su vez se eliminan, unos 110 moles de agua. En el cuadro 3-2 se incluye la 
ingestión diaria de otras moléculas como carbohidratos, lípidos, proteínas, iones y 
vitaminas. Como puede concluirse del análisis del cuadro, el agua es el alimento que se 
recambia en mayor cantidad en el ser humano. 


Cuadro 3-2. Ingestión diaria de algunos nutrimentos 


H20 


2 000 18 110 
O2 142 16 8.9 
Carbohidratos 
Como almidón 250 50 000 0.005 
Como glucosa 180 1.4 
Grasas 100 215 0.35 
Proteínas 
Como proteína I5 100 000 0.00075 
Como aminoácido 100 0.75 
cr 35 355 0.1 
NaM 23 23 0.1 
Kt 2.3 39 0.06 
Niacina 0.015 121 0.0001 
Tiamina 0.0015 302 0.000005 
102 
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Requerimientos de agua 


En condiciones normales, a las temperaturas de los climas templados y sin necesidades 
metabólicas especiales, la necesidad de agua oscila entre 2 000 y 2 500 mL por día. En 
ayunas, el requerimiento mínimo es de unos 1 500 mL; esto equivale a la pérdida 
insensible más la excreción urinaria mínima. En relación con el adulto, el requerimiento 
de agua y su intercambio es mayor en el niño (figura 3-3). El niño tiene más agua en 
comparación con el adulto, pero la retiene con menor facilidad; así, si un niño no ingiere 
líquidos o los pierde, está en peligro de deshidratación rápida. La ingestión cotidiana de 
agua en los niños por lo general es de 160 mL por kilogramo de peso (equivalentes a 10 
L diarios para un adulto) y suele aumentar a 200 mL por kilogramo cuando la 
temperatura ambiente es más elevada. En vista de la gran capacidad renal de eliminar el 
exceso de agua, aun en el niño, la ingestión excesiva de agua no tiene consecuencias pues 
se elimina con facilidad por el riñón. 
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Niño, 7 kg 
Líquido 


Ingestión extracelular Excreción 


a gr” 
, A, 
a 
= => — 
=> = 
= = 
a = 
| =j | = 


700 mL 1 400 mL 700 mL 


Líquido 


extracelular 
Ingestión 4) Excreción 


2 000 mL 
14 000 mL 


Adulto, 70 kg 


Figura 3-3. Intercambio hídrico en el niño y en el adulto. La mayor superficie corporal del niño hace que libere 
más calor y que aumente la pérdida insensible de agua, en comparación con el adulto (1.0 y 0.5 mL/kg/h, 
respectivamente). Este factor, aparte del mayor empleo de agua por el riñón, debido al metabolismo energético 
infantil más elevado, condiciona un intercambio más rápido en el niño: la mitad del líquido extracelular es 
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reemplazada diariamente. 
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Composición de los compartimientos líquidos 


Los líquidos del organismo comprenden el líquido intracelular, el extracelular y, por 
extensión, los líquidos de las cavidades como la pleural, peritoneal y pericárdica, entre 
otros. Se acostumbra representar la composición de los compartimientos líquidos en la 
forma ideada por Gamble, por medio de dos columnas donde se identifican los 
electrólitos y sus concentraciones en miliequivalentes por litro, en relación con las 
cantidades totales presentes. En el lado izquierdo se colocan los cationes -Na*, K”, Ca?*, 


Mg”, y en el derecho los aniones. 
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Composición del compartimiento extracelular 


El líquido extracelular es el más estudiado por la facilidad de obtener sus muestras a 
partir del suero de la sangre o de los trasudados de las cavidades serosas (cuadro 3-3); en 
general, es mucho más difícil analizar la composición celular. En la figura 3-4 se 
representan, en la forma usada por Gamble, los líquidos extracelulares característicos, el 
plasma sanguíneo por un lado y el líquido intersticial por el otro. En términos generales, 
son soluciones formadas por Na* y CT, con cantidades adicionales de bicarbonato, 
HCOy”, para equilibrar el Na”, más cantidades pequeñas de otros iones como Ca?*, KË, 


PO4”, S047, entre otros. La única diferencia importante se debe a la presencia de 7 a 8 
g por 100 mL de proteína en el plasma, o sea 16 a 18 mEq/L (a razón de 8 mEq por 
milimol de proteína). Puesto que las proteínas tienen carga negativa, forman parte de la 
columna de aniones. La mayoría de los fosfatos al pH de 7.4 del plasma están en forma 


de radicales divalentes HP Oy, y una pequeña parte, 20%, como radicales monovalentes 


H PO3; por esta razón, se calculan las equivalencias de fosfato en 1.8; esta proporción 
debe ajustarse con el pH de los líquidos. Otros líquidos intersticiales, como el peritoneal, 
cefalorraquídeo y linfa, entre otros, tienen cantidades parecidas de iones y sólo varían en 
la concentración de proteína. 


Cuadro 3-3. Composición de electrólitos del suero (mEq/L) 


Nat 


135 a 145 T is 

Kt IDAS HCOS 22a30 

Ca2+ 8al0.5 PO4> y s042 SDE 
Mg?* 15a2.5 Aniones orgánicos 3a6 
Proteínas 648.5 
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No electrólitos 
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intersticial intracelular 


Figura 3-4. Diagrama de Gamble de la composición de electrólitos de los líquidos del organismo, expresados en 
mEq/L en cada fase. En el caso del líquido intracelular, parte de la barra de aniones se representa como PO4 + x 


debido al desconocimiento de la composición real, y representa la diferencia entre los cationes totales y los 


aniones medibles como HCO3 más proteína. 


En resumen, los líquidos extracelulares tienen concentraciones idénticas de aniones y 
de cationes, propiedades coligativas similares y gran constancia en su composición iónica 
de cationes (figura 3-5). En general, la masa total de líquidos extracelulares (20% del peso 
corporal) es relativamente constante y no se modifica, en estado normal, en más de 10% 
en un sentido o en otro. 
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Q QQ 
Na 
Cl Na 
Cl Cl 
Cl 
i - i 
W mi m Ea m H 
Plasma Jugo Moco Jugo Bilis Secreciones 
gástrico pancreático pancreático duodenales 


Figura 3-5. Diagramas de Gamble de la composición de electrólitos de diversas secreciones digestivas. Con el 
color azul claro en la parte inferior se comprenden los cationes y aniones menores. Se incluye el plasma con fines 
comparativos. 
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Composición de los compartimientos intracelulares 


En la figura 3-4 se encuentran los datos representativos del líquido intracelular que suelen 
obtenerse de los músculos o glóbulos rojos. Los iones intracelulares más abundantes son 
los cationes K* y Mg?* y los fosfatos como aniones; la concentración de éstos depende 
de la actividad de las membranas y del aporte de energía. En el líquido intracelular, la 
concentración de calcio es muy pequeña, pero posee importante significado funcional; las 
cantidades de sodio son menores en relación con el líquido extracelular. El CT, el anión 
más importante del líquido extracelular, está ausente en el interior de las células. El anión 
común a ambos compartimientos, aunque es más abundante en el líquido extracelular, es 
el HCOy. El líquido intracelular no es, en rigor, homogéneo, pues cada tejido puede 
tener su composición peculiar, y más aún, en el mismo seno del tejido y de los 
compartimientos subcelulares —citosol, líquido intramitocondrial, jugo nuclear, entre 
otros— pueden presentarse diferencias de importancia funcional. 
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Equiosmolaridad entre los compartimientos 
extracelulares e intracelulares 


A pesar de las diferencias de composición y de las dificultades para valorar el estado 
iónico de algunos componentes, entre los compartimientos extracelulares e intracelulares 
ocurre un activo intercambio de líquidos y electrólitos, preservador de la isotonicidad de 
las células con respecto de los líquidos que las rodean. La excepción a este hecho es la 
secreción de líquidos hipotónicos, como el sudor y la saliva, entre otros, donde entran en 
juego mecanismos activos de aporte energético para retener las sales contra un gradiente 
de osmolaridad. 
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Intercambio de agua y electrólitos entre los 
compartimientos 


La distribución del agua y de los solutos en ambos lados de una membrana depende de 
diversos factores, entre los cuales destaca la difusibilidad de los diversos componentes, 
que es muy elevada para determinadas sustancias, por ejemplo, compuestos orgánicos no 
electrólitos como la urea, entre otros. En tal caso, estas sustancias están distribuidas de 
manera uniforme y no ejercen efectos osmóticos netos en ningún lado. En el caso de 
otras moléculas, por ejemplo la glucosa, podría aumentar la presión osmótica efectiva 
entre el líquido intersticial y las células, pues su distribución en células como las 
musculares y los adipocitos depende de la actividad de la célula para captarla y no de un 
proceso de simple difusión. 
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Intercambio entre los compartimientos vascular e 
intersticial 


A través de la membrana capilar ocurre el libre paso del agua y de las sustancias de 
pequeño peso molecular; las moléculas grandes, como las proteínas, pasan al líquido 
intersticial en mucho menor cantidad; la cantidad de agua aumenta en el líquido 
intersticial en determinadas condiciones patológicas, como el edema y los derrames 
pleurales o peritoneales, entre otras; en condiciones fisiológicas, en la linfa, presente en 
los espacios intersticiales, se encuentran concentraciones hasta de 1 a 3% de proteínas. 
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Intercambio entre los compartimientos intersticial e 
intracelular 


La membrana celular es una estructura que sólo deja pasar de manera libre el agua y 
algunas moléculas, por lo común sin carga, como el CO, y el O,, entre otras. El paso de 
iones como Na*, K*, y Mg?* de un lado a otro de la membrana no representa un 
fenómeno de difusión, sino un mecanismo activo acoplado a reacciones que liberan 
energía. En el caso de los iones fosfato utilizados en la formación de compuestos 
orgánicos, su concentración intracelular depende de las actividades metabólicas celulares. 
El paso de iones de un lado a otro de las membranas celulares implica la conservación de 
la neutralidad eléctrica, de forma que la salida de un catión va seguida del ingreso de otro 
catión a la célula. Lo mismo sucede con los aniones. Así, cuando sale K* de la célula al 
líquido intersticial, entra Na? a la célula. En el túbulo renal este fenómeno es muy 
notorio; cuando se absorbe Na* de la orina hacia la célula, ésta al mismo tiempo elimina 
H” o KË. Si se sostiene a un paciente por mucho tiempo con solución de cloruro de sodio 
sin adición de potasio, éste sigue perdiéndose en pequeñas cantidades por la orina y 
puede llegarse a observar hipopotasemia; el K* que sale de las células es reemplazado 
por H* y por Na” de los líquidos extracelulares, lo que provoca el decremento de la 
concentración de H” en éstos, o sea una alcalosis. En estado normal, el Na* es expulsado 
de la célula de manera activa con la energía del ATP, por medio de la “bomba de sodio”. 
Además, cuando aumenta la concentración de Na” en el líquido extracelular, sale agua de 
las células para nivelar la presión osmótica; esto suele ocurrir entre los líquidos 
intracelulares y extracelulares, pues el mecanismo para mantener el ambiente iónico y 
osmótico entre dichos espacios implica, sobre todo, el paso de agua de un lado a otro. 
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Efecto de las soluciones isotónicas, hipotónicas e 
hipertónicas 


La presión osmótica de las células es muy constante, hecho notable si se tiene en cuenta 
la enorme movilidad del agua que entra y sale de ellas. La ingestión o la inyección de 
soluciones acuosas de distinta tonicidad ponen en marcha mecanismos homeostáticos de 
ajuste muy complejos. El riñón es el órgano encargado de mantener la osmolaridad de los 
líquidos del organismo al elaborar orina muy diluida y así perder agua, y también, dentro 
de ciertos límites, al producirla más concentrada para conservar agua. El riñón responde 
a los cambios de composición del líquido extracelular por las vías indirectas de la 
actividad de hormonas como la aldosterona y la hormona antidiurética, entre otras. 
Cuando la osmolaridad del plasma y del líquido disminuyen, como sucedería al 
administrar agua o soluciones hipotónicas, se produce orina hipotónica abundante . Por el 
contrario, la presencia de una cantidad excesiva de sales en el compartimiento 
plasmático, o sea el aumento en la osmolaridad del líquido extracelular, por ejemplo, por 
la pérdida de agua o por la administración excesiva de soluciones hipertónicas, determina 
la eliminación de orina concentrada, en un esfuerzo por reducir la osmolaridad de los 
líquidos corporales. Otro mecanismo de regulación de la osmolaridad es la ingestión de 
agua pura, más a menudo motivada por la sed; ésta es sólo una sensación subjetiva, 
debida a estímulos diversos entre los cuales quizás el más importante es la osmolaridad 
efectiva o el mismo volumen de los líquidos del organismo. El sistema nervioso central 
interviene en la sensación y en la respuesta a la sed; por ejemplo, en algunas lesiones del 
hipotálamo se observa polidipsia (ingestión exagerada de agua) o hipodipsia. Otro medio 
de regulación es el intercambio de líquidos entre los espacios extracelulares e 
intracelulares. Si el volumen del líquido extracelular está disminuido por la pérdida de 
agua o si, al contrario, está aumentado por la administración de una solución hipertónica, 
el resultado es el mismo: el volumen de las células disminuye porque dejan salir agua a la 
fase extracelular, para nivelar la presión osmótica de ambos compartimientos. Los efectos 
de la administración de soluciones hipotónicas o hipertónicas se deben a la modificación 
de la osmolaridad; en cambio, cuando se administra solución salina fisiológica (NaCl al 
0.9%) u otras soluciones isotónicas, no cambia la tonicidad de los compartimientos. 
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Deshidratación con aumento relativo de sales 


La falta de agua acompañada de aumento en la concentración de sales se observa en 
enfermos débiles u obnubilados, que por diversas razones no ingieren agua. Asimismo, 
en la diuresis osmótica hay mayor pérdida de agua que de sales; un ejemplo típico es el 
de la eliminación de glucosa urinaria en los diabéticos, que se asocia con una pérdida de 
agua y que se refleja en un exceso de sales y de la osmolaridad en el organismo. La 
misma situación sucede con la urea, producto de excreción del catabolismo proteínico, 
cuando se exagera la administración de proteína en enfermos con un intenso catabolismo 
(p. ej., en los pacientes recién operados); la eliminación del exceso de urea por los 
riñones se logra a costa de la excreción de cantidades importantes de agua. Otros casos 
con pérdida de agua mayor que la concomitante de cloruro de sodio son los de diabetes 
insípida con defectos en la absorción tubular de agua y sudoración profusa, por ser el 
sudor una solución diluida de cloruro de sodio. Una situación parecida se encuentra 
después de la sudoración excesiva, cuando para calmar la sed se suele ingerir agua en 
abundancia. Al reponer el volumen de líquido, sin compensar la pérdida de sal, los 
espacios extracelulares quedan hipotónicos y esta alteración suele provocar serias 
molestias; de aquí que en dichas condiciones es recomendable ingerir sal junto con el 
agua. En los casos de deshidratación con exceso relativo de sales, se encuentra aumento 
de la concentración de sodio en los líquidos orgánicos proporcional al grado de 
deshidratación. 
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Deshidratación con pérdida de sales 


El agua se pierde menos que las sales de forma proporcional; por lo tanto, los líquidos 
extracelulares se vuelven hipotónicos. Esto suele ocurrir en la insuficiencia de la corteza 
suprarrenal. La pérdida de sodio por la orina parece ser la causa primaria del trastorno; 
aunque se pierde agua, la eliminación de sodio es aún mayor. A pesar de que la 
deshidratación es intensa, la hipotonicidad provoca el paso del agua del líquido 
extracelular hacia las células, las cuales se vuelven turgentes. Se pierde líquido de la 
circulación y el volumen plasmático disminuye a tal grado que sobreviene una alteración 
del funcionamiento renal. Lo mismo ocurre en la insuficiencia renal crónica, cuando se 
pierde con facilidad sodio por la baja capacidad del mecanismo de reabsorción. 
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Deshidratación paralela a la pérdida de sales 


La deshidratación paralela a la pérdida de sales casi siempre se debe a la pérdida de los 
líquidos de las secreciones del aparato digestivo. En estos casos, los líquidos corporales 
permanecen isotónicos, aunque disminuye el volumen del líquido extracelular, en especial 
del líquido intersticial, pues como el plasma contiene proteínas, tiende a extraer líquido 
de los espacios intersticiales. Ésta es la forma clásica de deshidratación, manifestada por 
sequedad de la piel y las mucosas, hipotensión de los globos oculares y disminución de la 
presión arterial. Como en los otros casos de deshidratación, el descenso del volumen 
plasmático y la hipotensión arterial impiden una correcta filtración renal y sobreviene la 
insuficiencia renal por falta de líquido. 
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Retención de agua 


En teoría, podrían ocurrir retención de agua con retención aún mayor de sales y 
retención de agua sin retención equivalente de sales; en la vida real estos casos son muy 
raros y sólo tienen interés académico; un ejemplo de esto es el caso de la persona que 
ingiere agua de mar u otra solución hipertónica y provoca así una hipertonicidad 
extraordinaria de sus líquidos, con paso de agua del compartimiento intracelular hacia el 
extracelular para restablecer el equilibrio osmótico. Otro ejemplo parecido sería el de la 
retención de agua sin una retención equivalente de sal en un enfermo que ingiriera o 
recibiera líquido sin sales (agua pura o solución glucosada, pues la glucosa termina por 
degradarse hasta CO), y H20) y además tuviera perturbado su funcionamiento renal, lo 
cual permitiría la salida de sales. Lo importante en clínica, por lo tanto, es el caso de la 
retención de agua paralela a la retención de sales, debida de manera habitual a 
insuficiencia cardiaca congestiva, enfermedades renales, toxemias del embarazo, cirrosis 
hepática, entre otras. La retención se manifiesta por edema, más notable en los tejidos 
blandos. Cuando disminuye la cantidad de proteínas plasmáticas, como sucede en la 
desnutrición, cirrosis y ciertas enfermedades renales, la presión oncótica del plasma 
disminuye respecto a la presión hidrostática en el interior del capilar; por lo tanto, pasa 
líquido del capilar hacia el espacio intersticial y se genera el edema. En la insuficiencia 
cardiaca, la presión de la sangre venosa está muy elevada y excede a la presión de la 
sangre en la parte arterial del capilar, con el resultado del paso de líquido al exterior. En el 
edema hay un aumento de volumen del espacio intersticial, a veces a expensas de los 
líquidos intracelulares. 


booksmedicos.org 


Tones extracelulares: sodio y cloruro 


Funciones de sodio y cloruro 


Las funciones principales del sodio y cloruro en el organismo son las siguientes: 1. 
Ayudan a conservar el volumen de los compartimientos, al contribuir con cerca de 80% 
de la concentración osmolar de los líquidos extracelulares. 2. Forman parte de la 
composición del jugo gástrico, pancreático e intestinal, entre otros, vertidos en grandes 
cantidades en la luz del tubo digestivo. En situaciones patológicas, la pérdida de estas 


secreciones produce graves trastornos; por ejemplo, el vómito causa la baja de H* y CF 
y conduce a la alcalosis; en la fístula duodenal, la pérdida del jugo pancreático lleva a la 


acidosis por la fuga de HCOx| y el catión correspondiente Na*; en la diarrea intensa con 
pérdida de las secreciones pancreáticas o intestinales también se pierde agua, Na* y 
HCOy”. 3. Ayudan a la regulación del equilibrio ácido-base del organismo (capítulo 4). 4. 
La excitabilidad y la irritabilidad de la terminación neuromuscular se relacionan con la 


concentración iónica: Na? y K* tienden a aumentarla, y Ca?*, Mg?* e H” tienden a 
disminuirla conforme a la relación 


Na* + K* 


irritabilidad «= Car + Mg + H 


5. Existe una cantidad importante de sodio en los huesos que forma parte de las sales 
adsorbidas en los cristales óseos y constituye un reservorio de sodio fácil de movilizar. 


Balance de sodio y cloruro 


La ingestión habitual de cloruro de sodio es muy variable y oscila entre 5 y 15 g diarios; 
en condiciones normales los requerimientos son de 5 g de sal por día. En condiciones de 
ingestión nula de sal, las pérdidas mínimas obligatorias de sodio son de 50 a 300 mg 
diarios (cerca de 100 a 750 mg de NaCl), que corresponden a lo excretado por la orina, 
por las materias fecales y, en pequeña proporción, por el sudor. La pérdida de sodio y de 
cloruro por la orina está condicionada a sus concentraciones plasmáticas, y cuando éstas 
descienden en el plasma, su excreción urinaria disminuye de modo proporcional. El sodio 
excretado por vía renal es el resultado de una absorción tubular incompleta del sodio 
filtrado por el glomérulo; dicha absorción está regida de manera primordial por la 
aldosterona producida en las glándulas suprarrenales, la cual estimula la reabsorción de 
sodio. En condiciones normales, si la natremia es baja, la absorción de sodio en el túbulo 
es de manera virtual completa y este ion no sale en la orina. Un mecanismo parecido 
funciona en las glándulas sudoríparas. En el proceso de aclimatación al calor, la pérdida 
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de agua con el sudor al principio se acompaña de grandes pérdidas de cloruro de sodio, 
pero a la larga el organismo secreta un sudor bajo en cloruro de sodio; este efecto, 
mediado por las hormonas mineralocorticoides, permite la conservación de sal. Como las 
sales de sodio definen la osmolalidad efectiva de los líquidos, cualquier variación en los 
valores séricos de sodio produce cambios en el movimiento de agua de las células a los 
tejidos extracelulares o viceversa. Muchas de las alteraciones fisiopatológicas y su 
contraparte clínica dependen, en sentido estricto, de la concentración de sodio: las causas 
más comunes de hiponatremia son las debidas a deshidratación o edema, cuando se ha 
perdido más sal que agua o se ha retenido más agua que sal. En estas condiciones, la 
pérdida de sodio produce una baja de sodio en los líquidos extracelulares, la cual, a su 
vez, causa la baja de secreción de la hormona antidiurética, por lo que se sigue 
eliminando agua hasta restablecer la concentración adecuada de sodio en los líquidos. La 
deshidratación por este mecanismo puede ser muy intensa. Se crea así una situación que 
facilita el paso de líquido hacia las células y acentúa la pérdida de agua extracelular. El 
aumento de líquido en el interior de las células nerviosas tiene graves consecuencias: 
obnubilación, coma, convulsiones, entre otros. En contraste, la hipernatremia se debe a la 
pérdida de agua con menor pérdida de sal o a la administración de más sal que agua. El 
resultado final es la fijación de más agua, quizá debido a una serie de fenómenos: sed, 
secreción de hormona antidiurética y excreción de orina muy concentrada, y salida de 
agua de las células al líquido extracelular, para disminuir el problema y aminorar las 
pérdidas adicionales de agua. 
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Iones intracelulares 


El catión intracelular más abundante es el potasio, con cerca de 150 mEq/L de agua 
celular, seguido por el magnesio, con 20 mEq/L. El potasio es un ion con gran influencia 
sobre la irritabilidad y excitabilidad celulares y la permeabilidad de las membranas; por 
ejemplo, cuando aumenta su concentración en el medio, la fibra cardiaca excitada puede 
causar la parálisis del corazón en sístole. Con más de 20 mEq/L de potasio en el plasma 
sobreviene la muerte por trastornos en la actividad neuromuscular. El potasio es un ion 
intracelular; para formar un kilogramo de masa tisular se requieren unos 100 mEq de 
potasio. La salida de potasio de las células y su reemplazo por sodio causan graves 
trastornos. 


Balance de potasio 


La ingestión de potasio es de unos 4 g (100 mEq) diarios, los cuales se absorben en su 
totalidad en el tubo digestivo. Un 10% del potasio se elimina por las materias fecales y el 
resto por la orina. El potasio filtrado por el glomérulo se absorbe casi por completo en los 
túbulos renales; el potasio también se excreta en los túbulos donde se intercambia con 
sodio, el cual entra de nuevo al organismo, a cambio del potasio, que se elimina. La 
concentración plasmática de potasio se sostiene de manera eficiente por medio de la 
excreción urinaria de cualquier cantidad en exceso de la normal (5 mEq/L). En la 
hiperpotasemia por insuficiencia renal o suprarrenal, las alteraciones cardiacas y la 
depresión nerviosa dominan el cuadro; ocurren bradicardia, colapso vascular y 
modificaciones electrocardiográficas características. En la hipopotasemia debida a la 
administración de soluciones sin potasio, por ejemplo en el posoperatorio, o a 
enfermedades emaciantes o caracterizadas por grandes pérdidas gastrointestinales, la falta 
de potasio también afecta la actividad cardiaca, hecho reconocido por las modificaciones 
electrocardiográficas. Las cifras menores de 3.4 mEq/L se acompañan de alteraciones 
clínicas ostensibles. Un cuadro común de hipopotasemia se observa en el diabético 
tratado con insulina, pues al sintetizarse glucógeno se fija potasio, a costa del presente en 
el plasma, en la proporción aproximada de 0.5 milimoles (18 mg) de potasio por gramo 
de glucógeno formado. 


Magnesio y fosfatos 


El magnesio tiene varias funciones. Por ejemplo, ayuda al sostenimiento de la 
osmolaridad intracelular, a la que contribuye con 10 milimoles (20 mEq) por litro, y su 
concentración plasmática es de 2 a 3 mEq/L. Interviene en los procesos de excitabilidad, 
y su carencia provoca convulsiones, y su exceso, narcosis. Es indispensable para la 
actividad de diversas enzimas e interviene con los fosfatos en la formación de las sales 
insolubles de los huesos. El magnesio se absorbe poco en el intestino, pero una vez 
absorbido, se utiliza para la formación de tejido (24 mEq para un kilogramo de tejido); se 
elimina en las materias fecales en proporción de 15% de su ingestión, y el resto se 
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excreta por la orina. Los fosfatos, además de formar parte de los fosfolípidos, de las 
proteínas y de las sales del hueso, intervienen en la síntesis de ATP y la formación de 
intermediarios en el metabolismo; contribuyen también a la composición iónica de las 
células, donde forman cerca de 110 mEq/L en equilibrio con los cationes 
correspondientes; en los líquidos extracelulares su concentración es muy baja, alrededor 
de 2 mEq/L. Los fosfatos inorgánicos ayudan a la regulación ácido-base pues son 
amortiguadores eficientes. 


e Preguntas de reforzamiento 


1 Calcula la presión osmótica, a 25%C, para un sistema de dos compartimientos separados por una membrana permeable al agua 
pero no a la sacarosa, en donde en uno de los compartimientos hay una solución de sacarosa 300 mM y en el otro agua pura. 


Suponga que la membrana también es impermeable al Na? y al CI. ¿Cuál sería la presión osmótica si en uno de los 
compartimientos hay una solución de NaCl 0.3 M y en el otro agua pura? El valor de la constante universal de los gases es de 
0.082 atm*L/((mol*K). 


2 El diagrama de Gamble describe la composición de electrólitos en los espacios intra y extracelular. Explique por qué se utilizan 
miliequivalentes/L en vez de moles/L. 


3 Se tiene una solución que contiene 25 mM de CaCl) y 0.3 M de NaCl. ¿Cuántos miliequivalentes de calcio, sodio y cloruro hay 
en una solución? 


4 Describe la dirección del flujo de agua cuando los eritrocitos se colocan en las siguientes soluciones: 1 mM, 150 mM y 1 M de 
NaCl. 


5 Menciona los iones más abundantes en el espacio intracelular y en el extracelular. 


Respuestas: 1. 7.33 atm, 14.66 atm. 


Referencias 


Barret KE, Barman SM, Boitano S, Brooks HL: Ganong's Review of Medical Physiology, 24° ed. McGraw-Hill Co. 2012. 
Constanzo LS: Physiology, 5* ed. Philadelphia, Saunders Elsevier, 2014 
Devlin, TM: Textbook of biochemistry with clinical correlations, 7* ed. New York, John Wiley and Sons Ltd, 2010. 


Gamble JL: Chemical Anatomy, Physiology and Pathology of Extracellular Fluids, 6* ed. Cambridge, Mass.: Harvard University 
Press, 1964. 
Goodhead LK, MacMillan FM: Measuring osmosis and hemolysis of red blood cells, Adv. Physiol Educ 2017;41: 298-305. 


Hall JE: Guyton and Hall Textbook of Medical Physiology, 13* ed. Philadelphia, Elsevier, 2016. 
Lozano JA, Galindo JD, García-Borrón JC, Martínez-Liarte JH, Peñafiel R, Solano F: Bioquímica y biología molecular 


para ciencias de la salud, 3% ed. Madrid: McGraw-Hill Interamericana, 2005. 
Melo RV, Cuamatzi TO: Bioquímica de los procesos metabólicos. Barcelona: Editorial Reverté, 2013. 


Nelson DL, Cox MM: Lehninger principles of biochemistry, 6% ed. New York, Freeman, W. H. & Company 2012. 

Robinson JR: Fundamentals of Acid-Base Regulation, 5% ed. London: Blackwell Scientific Publications Ltd. 1975. 

Sherwood L: Human Physiology: From Cells to Systems, 7? ed. Canadá, Brooks/Cole, 2010. 

Lieberman M, Peet A: Marks Essentials of Medical Biochemistry: A Clinical Approach, 2% ed. Baltimore, Lippincott Williams $ 


123, 
booksmedicos.org 


Wilkins, 2015. 
Weisberg HH: Water, Electrolyte and Acid-Base Balance. Baltimore: The Williams & Wilkins Co., 1979. 


124, 
booksmedicos.org 


O o 
O (e) o o o o o © O Q o Oo 
O o Ds O a o o > 
© O o Q O o 
Oo O d o 0 id O O 
o o © NS A, O Capítulo 4 
o Oo o o O apitu O 


o> Regulación del 
ügy” o° equilibrio ácido-base 


Enrique Piña Garza, Juan Pablo Pardo Vázquez 


e Mecanismos de regulación del equilibrio ácido-base 
e Mecanismo respiratorio de regulación del pH 

e Mecanismos renales de regulación del pH 

e Alteraciones del equilibrio ácido-base 


e clave 


1 El principal sistema amortiguador del líquido extracelular es el par HCO3"/CO». En el líquido intracelular los dos sistemas 
amortiguadores más importantes son los fosfatos y las proteínas. 


2 Aunque el pKa del par HCO3"/CO) es bajo comparado con el pH del plasma (6.1 7.4), es un sistema amortiguador muy 
eficiente debido a que está en contacto con una gran fuente de CO7 —que proviene del metabolismo- y la velocidad a la que se 
elimina el CO7 se puede variar con la frecuencia respiratoria. 


3 La ecuación de Henderson-Hasselbach describe, para un pKa determinado, la relación que hay entre la concentración de la base 
conjugada, el ácido y el pH de la solución. 


4 En la acidosis el pH de la sangre está por debajo de 7.35; en la alcalosis, por arriba de 7.45. 


5 Las alteraciones ácido-base pueden ser metabólicas o respiratorias. En las alteraciones metabólicas se altera el numerador de la 
ecuación de Henderson-Hasselbach, mientras que en las respiratorias es el denominador. 


El sistema de regulación ácido-base protege al organismo contra las modificaciones del 
pH, debidas en especial a la continua formación de diversos ácidos producidos en el 
metabolismo; de hecho, el pH del líquido extracelular es muy constante, entre 7.35 y 
7.45. En los mamíferos, la vida es incompatible con valores de pH en la sangre menores 
de 7 o mayores de 8. 
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Mecanismos de regulación del equilibrio ácido-base 


En los mamíferos existen tres procesos que contribuyen a mantener la concentración de 
H” dentro de límites normales en los líquidos orgánicos y a su ajuste por los sistemas 
amortiguadores, a saber: el intercambio iónico, los mecanismos respiratorios y los 
mecanismos renales. 


Regulación del pH por los sistemas amortiguadores: 
intercambio iónico 


El sistema amortiguador más eficaz en los mamíferos es el formado por HCOy'/CO,, 
pues el organismo dispone de cantidades casi ilimitadas de CO, provenientes del 
metabolismo aerobio de las células. Muchas de las sustancias degradadas en el organismo 
generan una gran cantidad de CO, como producto final, que se combina con H20 y 
forma ácido carbónico, HCO}. El ácido carbónico tiene la enorme ventaja de eliminarse 
en forma de CO, a través de la respiración, por lo cual se le llama ácido volátil. En el 
metabolismo se producen además otros ácidos fijos (no volátiles) como el ácido 
sulfúrico, derivado de los aminoácidos cisteína y metionina; los ácidos acetoacético y ß- 
hidroxibutírico, derivados de la degradación de las grasas; el ácido úrico, proveniente de 
las bases púricas; y el ácido fosfórico, originado a partir de diversos compuestos que 
contienen grupos fosfato. En tales casos, el H” del ácido no volátil es neutralizado de 
inmediato por el ion bicarbonato, HCOy', para convertirse en ácido carbónico y después 


en CO» y H20. De esta manera se evita la acidez, pero baja la cantidad de HCO3” 
disponible, y por tanto la capacidad amortiguadora del líquido extracelular. En ocasiones 
se usa el término “reserva alcalina” para referirse a la cantidad de bicarbonato disponible. 

El sistema HCO3</CO, no es el único sistema amortiguador presente en el organismo; 
las proteínas plasmáticas y celulares, la hemoglobina del eritrocito y los fosfatos 
intracelulares y extracelulares intervienen también en los procesos de neutralización. Las 
bases conjugadas de los amortiguadores que se combinan con los H* son el primer sitio 
de defensa contra una alteración producida por exceso de acidez. Como es difícil valorar 
la suma de todos los amortiguadores corporales, en la práctica se hacen cálculos basados 
en el pH de la sangre, el contenido de CO, total de la sangre entera o del plasma, y el 
hematocrito. La influencia del mecanismo de intercambio de iones para mantener el pH 
de los líquidos orgánicos se ejemplifica de manera característica por el intercambio de 
aniones entre los glóbulos rojos y el plasma. Así, al aumentar el CO, en el plasma 
difunde al eritrocito, donde se combina con agua para formar ácido carbónico, H,CO», 
en una reacción catalizada por la anhidrasa carbónica (AC) 
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AC 
H20 + CO> 2 H2COz 


El HCO; se disocia en H* y HCOy,, 
H2CO3 2 H+ + HCO3- 


el H* se capta por las proteínas, en especial la hemoglobina, y el HCOy” se difunde con 
facilidad al exterior del eritrocito a cambio de un número igual de CT que penetra para 
mantener la neutralidad eléctrica. La salida del HCO; al plasma aumenta su alcalinidad 


(ecuación de Henderson-Hasselbalch) y neutraliza la mayor acidez (descenso del pH) 
generada por el incremento de CO, en el plasma. 
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Mecanismo respiratorio de regulación del pH 


En el mecanismo de regulación respiratoria del pH participan los cambios de los 
volúmenes respiratorios y la frecuencia del número de respiraciones, pues afectan el 
transporte de oxígeno en la sangre, el efecto amortiguador de la hemoglobina y la 
eliminación del ácido carbónico (en forma de CO») a través de los pulmones. La 
regulación respiratoria del pH está ligada de manera estrecha al funcionamiento del 
sistema amortiguador HCOy'/CO, en el plasma y los eritrocitos. Debido al valor de las 
constantes de equilibrio que describen las reacciones entre el CO), el HCO; y el HCOy”, 


la concentración de HCO; es mucho más grande que la de H,CO», la cual varía, de 
acuerdo con la primera reacción, con la concentración de CO, en el plasma, que a su vez 
está relacionada con la producción de CO, en el metabolismo y la eliminación de este gas 
por los pulmones. La cantidad de CO, liberado del plasma al exterior en los pulmones 
aumenta con la velocidad y la profundidad de las respiraciones. A su vez, el pH y la 
concentración de CO, en la sangre influyen en los movimientos respiratorios a través del 
sistema nervioso central, en donde estimulan la amplitud y la frecuencia de los 
movimientos respiratorios y así se elimina más CO, y se recibe más O, a través de los 
pulmones; con ello disminuye de manera progresiva la concentración de CO, en la 
sangre, aumenta el pH y desaparece el estímulo de los movimientos respiratorios; éstos 
ajustan su frecuencia y amplitud y, en una nueva etapa, se expulsa menos CO». Así se 
restablece la relación [HCO3"]/[CO>)] de 20 a 1, y se mantiene el pH sanguíneo; éste 
puede calcularse aplicando la ecuación de Henderson-Hasselbalch para el par 
amortiguador [HCOy ]/[CO)], que se obtiene de la suma de las dos reacciones anteriores 


H20 + CO, 2 H+ + HCO3- 


y cuyo pK es de 6.1. Para un pH de 7.4, la relación [HCOy/[CO>] es de 20 a 1: 


pH = 6.1 + log £2 = 6.1 + 1.3 = 7.4 


Debido al equilibrio que existe entre el CO)», HCO} y HCOy'”, en la ecuación de 


Henderson-Hasselbalch se coloca la concentración de HCO, en el numerador, que 
corresponde a la base conjugada y la de CO, en el denominador, que equivale al ácido. 
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Tanto la pCO, en mmHg, como la concentración de CO, en mM, se pueden utilizar sin 
problema en la ecuación de Henderson-Hasselbalch, ya que pCO, y CO, están 
relacionadas por la siguiente ecuación: 


E mM 
[CO>] = 0.03 am Ea Ha 


Si disminuye a la mitad la concentración de bicarbonato [HCOy'], se presenta la situación 
siguiente: 


X pCO, 


pH = 6.1 + log 1 =61+10 =71 


La baja de [HCO3"] ocasiona un decremento de la relación del par amortiguador y un 
descenso del pH hasta 7.1. La compensación respiratoria consiste en el estímulo de la 
respiración debido a la baja del pH, con lo cual se expele con mayor facilidad el CO, y 
disminuye así la pCO, y, por lo tanto, la concentración de CO», tal como se muestra 
enseguida: 


pH = 6.1 + log + = log 20 = 6.1 + 1.3 = 7.4 


Se vuelve a la relación 20 a 1 del par [HCO;3]/[CO7] y se obtiene un pH normal de 7.4 a 
costa de una disminución tanto del HCO}, como del CO», pues lo más importante es la 
relación entre los dos miembros del par y no sus cantidades absolutas (figura 4-1). Por el 
contrario, si se incrementa el pH plasmático por aumento del HCO% se tendría, por 
ejemplo, lo siguiente: 
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Metabólica Respiratoria 


mmol/L 


CO» 


Compensada 
Alcalosis 
Compensada 
Acidosis 
Compensada 
Alcalosis 
Compensada 


9 
D 
o 

Boy 
o 

< 


HCO37 
D 


50 


55 


Figura 4-1. Relaciones entre CO2 y HCO3` en diversas alteraciones. Se señalan con líneas punteadas 
horizontales los valores normales para ambas sustancias. Nótese que la escala para la concentración del CO» es 


diferente a la del HCO3”. 
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pH=61+ log £2 =61+16=77 


El ajuste respiratorio para contender con la alcalosis consiste en la disminución de la 
intensidad y frecuencia respiratorias para impedir la salida de CO», la cual conduce a un 
aumento en la pCO, en el plasma; de esta manera, aumenta la concentración de CO»: 


pH = 6.1 + log 42 = log 20 = 6.1 +1.3 =7.4 


Se restablece así el pH original de la sangre, al aumentar la concentración de CO, sin 
disminuir la concentración de HCOy”; sin embargo, este arreglo es transitorio y depende 
de la mayor disponibilidad de CO). El mecanismo respiratorio de regulación del pH 
(figura 4-1) ajusta la relación HCO3'/CO,, aun cuando persistan las modificaciones en la 
concentración fisiológica de ambos miembros del par; para volver a las concentraciones 
normales ([HCOy” = 24 mM y [CO>] = 1.2 mMJ)), es necesario que participen los 
riñones. 
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Mecanismos renales de regulación del pH 
Los riñones son reguladores eficaces del equilibrio ácido-base por su capacidad de 
eliminar los ácidos fijos, o sea los iones H*, pues cuando éstos se producen, al principio 
se combinan con HCOy”, impidiendo así cambios importantes en el pH, pero esto 


disminuye la reserva alcalina del plasma. Los ácidos fijos producidos en el metabolismo 
constituyen cerca de 100 mEq diarios; el riñón los elimina al mismo tiempo que recobra 
la reserva alcalina (HCO3”) para que el organismo siga contando con su capacidad 


amortiguadora. El filtrado glomerular, en condiciones normales, tiene pH de 7.4; el pH de 
la orina varía de 4 a 8, según las necesidades del organismo. El ajuste del pH urinario 


depende de la disponibilidad de ácidos fijos, H*, necesarios para acidificar la orina, o la 
de HCOy,, necesario para alcalinizarla. 


Producción de orina ácida 

La excreción de orina ácida resulta de la adición de H” por los túbulos renales. Por 
ejemplo, en estado normal en el plasma y en el filtrado glomerular a pH de 7.4, la 
relación entre el fosfato divalente, HPO4”, y el fosfato monovalente, H,POy, es de 4 a 
1. En caso de acidez la relación cambia: a pH de 5.4 es de 4 a 108, y a pH de 4.8, la 
relación es de 4 a 400. Para sostener la neutralidad eléctrica, por cada H” que sale entra 
un Nat; cuando se excreta un H,POy' sólo se pierde un Na* y no dos, como cuando se 
excreta HPO4% (figura 4-2). De este modo, se elimina H* sin pérdidas excesivas de sodio 
extracelular y con recuperación del HCO% del plasma. Lo mismo ocurre con otros 


aniones con capacidad de captar hidrogeniones y excretarse, como el acetoacetato 
presente en la cetosis (capítulo 19): a pH bajo existe en forma de ácido completo, no 


disociado; a pH alto se disocia en acetoacetato y H", y para eliminar un acetoacetato se 


debe perder un Na”. Al pH fisiológico más ácido de la orina, la mitad del ácido 
acetoacético está en forma de acetoacetato y la otra mitad como ácido no disociado, o 


sea, se pierde sólo un Na* por cada dos moléculas de acetoacetato eliminadas. Cuando el 
pH del plasma tiende a la alcalinidad, la excreción tubular de H” disminuye a nivel renal y 
se excreta el fosfato en forma de HPO4”, con lo cual es necesario perder dos Na”; lo 
mismo sucede con los ácidos orgánicos presentes eliminados a pH elevado y en equilibrio 
con más Na”. Cada H” retenido, a cambio del Na” eliminado, se combina con el HCOy 
y genera H,CO3, el cual se transforma en H2O + CO»; por lo tanto, disminuye la reserva 
alcalina (HCOy”) del plasma. 
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Sangre Filtrado tubular 


CO, 
NaHPO, p 


NaHCO, 
NaH PO, 


Figura 4-2. Mecanismo de producción de orina ácida. El resultado neto es la ganancia de un Na? a cambio de la 


expulsión de un H”. 


Excreción de amoniaco 


El riñón también excreta H* en forma de ion amonio, NH4", uniéndolo al NH; cedido 
por la glutamina y, en menor proporción, por otros aminoácidos. El H* proviene del 
H CO; (H* + HCOy”), aunque al principio se originó en un ácido fijo neutralizado en el 
plasma por HCO3”. El NH3 excretado como ion amonio NHy* conserva la neutralidad 
eléctrica al eliminarse con el anión CT; en estas condiciones, la acidez de la orina 
disminuye y el NH4" se intercambia por Na*, que se absorbe por el túbulo renal y pasa a 
la circulación para equilibrarse con el HCOy”, proveniente del H,CO3; de esta manera, se 
reconstituye el valor original de Na” de la “base fija” alcalina del organismo (figura 4-3). 
Aunque los efectos más importantes son los de la retención de HCOy' y la reabsorción de 


Na” a cambio de la salida de H”, parte del Na* se reabsorbe a cambio de K”, el cual sale 
por la orina. 
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Sangre Filtrado tubular 


H,O 


CO» 


NaHCO; 


Figura 4-3. Conservación del Na? por medio de la excreción de NH3. El Na” ingresa a favor de la salida de un 


HF, el cual, con el NH3 proveniente de la desaminación de la glutamina, se excreta como NH. 
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Alteraciones del equilibrio ácido-base 


En clínica, las alteraciones del equilibrio ácido-base están ligadas de manera estrecha a la 
relación [HCO3"1/[CO>] en la sangre, índice fiel del estado del pH; conforme a la 
ecuación de Henderson-Hasselbalch: 


[HCO37] 
[CO3] 


pH = 6.1 + log = 6.1 + log 2 =61+13=74 


Las alteraciones aludidas se dividen en dos grandes grupos: las acidosis y las alcalosis, 
subdivididas a su vez en las respiratorias y las metabólicas, es decir, acidosis respiratoria 
y metabólica y alcalosis respiratoria y metabólica. Los trastornos de tipo respiratorio 
modifican al inicio el pH por cambios en la velocidad y profundidad de las respiraciones, 
que alteran el contenido de CO»; en las formas metabólicas, el pH sanguíneo se modifica 
por la presencia de ácidos “fijos” (o no volátiles) o de bases “fijas” (figura 4-4). 
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Figura 4-4. Relación entre el pH y la concentración de HCO3” en los principales cuadros anormales. 


Acidosis respiratoria 


La hipoventilación crónica de cualquier naturaleza (como en enfisema, fibrosis pulmonar 
y enfermedades cardiopulmonares) o la hipoventilación aguda (por intoxicación con 
medicamentos o agentes tóxicos que afectan el sistema nervioso, trastornos 
neuromusculares, entre otros) causan una eliminación defectuosa de CO) condicionante 
del cuadro de acidosis respiratoria. La retención de CO, induce un aumento de su tensión 
parcial (pCO,). Si aumenta la [CO3], la relación [HCO;3]/ [CO] disminuye y, en 
consecuencia, el pH también se reduce. El mecanismo renal de regulación interviene en 
el aumento en la excreción de K*, NHy* y CT; se elimina por la orina el exceso de H” y 


se retiene HCOy', a expensas del CT eliminado, con lo que al final se logra un aumento 
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en la concentración de HCO, (o sea del numerador de la ecuación de Henderson- 
Hasselbalch), para restablecer la relación normal 20 a 1. Por otro lado, el aumento de 
pCO, y el descenso del pH estimulan la ventilación pulmonar al tratar de impedir la 
acumulación de CO». Los pacientes con acidosis respiratoria, antes de los ajustes por la 
compensación renal, tienen un pH sérico bajo, 7.3, y cifras sensiblemente normales (26 
mEq/L) de CO, total (CO, + HCOy”), así como de Na* y K*. Una vez establecida la 


compensación, aumenta en grado notable el HCOy”, manifestado por el incremento del 
CO, total en la sangre; no son raras las cifras de 40 a 50 mEq/L. El aumento de CO, 
total podría prestarse a confusiones con un cuadro de alcalosis metabólica, de no ser por 
las cifras del pH, que caen dentro de la acidosis. Al no haber modificaciones en Na*, K* 
y CT, se descarta un cuadro metabólico. 


Alcalosis respiratoria 


La alcalosis respiratoria suele deberse a hiperventilación, fenómeno causal del aumento 
de la salida de CO) por vía pulmonar. Al bajar la pCO,, se reduce el denominador de la 
ecuación de Henderson-Hasselbalch y aumenta la relación [HCO3]/[CO)]; se incrementa 
así el pH. El cuadro se observa en los comienzos de las enfermedades pulmonares y 
cardiopulmonares, cuando existe oxigenación deficiente y, por lo tanto, se produce una 
hiperventilación; también aparece en casos de excitación del sistema nervioso, como en la 
meningitis, o como manifestación de estrés y ansiedad. Al principio, en estos cuadros no 
entran en juego mecanismos de ajuste renales; si el problema perdura, la compensación 
renal causa el aumento de la excreción de K* y Na* y el decremento de la secreción de 
H*, los cuales se unen al HCOy”, con lo que baja la concentración de HCOz3' en los 
líquidos del organismo; la relación alterada de la ecuación de Henderson vuelve a sus 
proporciones habituales de 20 a 1. En la alcalosis respiratoria, una manera sencilla de 
modificar el trastorno —sobre todo si se debe a hiperventilación por ansiedad- es respirar 
dentro de una bolsa, ya que al hacer nuevas inspiraciones de CO, se impide su salida del 
organismo. 


Acidosis metabólica 

En la acidosis metabólica hay acumulación de algún ácido “fijo” no volátil, como el ácido 
láctico; el exceso de H” se combina con HCOz” para formar H,CO». El efecto neto es el 
de reducir el HCO}, y cambiar la ecuación de Henderson hacia la baja del pH; son 


comunes las cifras de 10 y hasta 5 mEq/L de HCOy” con pH de 7.2 y 7.1. Los 
fenómenos de compensación comprenden el aumento de la ventilación pulmonar para 
acelerar la excreción de CO», con lo cual se recupera la relación 20 a 1 y el pH casi no 


disminuye. El mecanismo renal tiende a la conservación máxima del HCOy', 
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absorbiéndolo del filtrado, y al aumento de la excreción urinaria de H", con los aniones 
“fijos” correspondientes (H,PO¿”, NH4” y otros ácidos como el láctico, acetoacético). En 
el esquema iónico del plasma se observa una disminución del HCO; como consecuencia 


del incremento de los aniones de los ácidos “fijos”, como los cuerpos cetónicos 
(acetoacetato y P-hidroxibutirato) en el caso de la diabetes (figura 4-5). Otro caso común 


de acidosis metabólica se debe a la pérdida de HCO3” por un defecto de absorción, 
debido a insuficiencia renal. En los líquidos, la compensación aumenta los niveles de CT, 
que suelen llegar hasta 115 mEq/L. El mecanismo respiratorio de compensación consiste 
en promover la salida de CO, y, por lo tanto, la tendencia a volver a la relación 20 a 1 y 
el ajuste del pH a las cifras normales. En el riñón se genera un aumento de la salida de 
H” así como de K*, el cual se intercambia por el Na”. El trastorno puede corregirse 
administrando bicarbonato de sodio, NaHCOz3, que aumenta el HCO; en los líquidos y 
permite que el cociente en la ecuación de Henderson-Hasselbalch regrese a lo normal. 
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Figura 4-5. Diagramas electrolíticos del plasma en diversos estados patológicos. En el plasma normal se señalan 


los datos de Nat, CI” y HCO3 y en los estados patológicos se incluyen, en ciertos casos, la barra verde, CC, 
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que representa los cuerpos cetónicos, y la barra café, que constituye la suma de los aniones restantes; como la 


cantidad de proteína es fija, los aumentos en R se hacen a expensas de las fracciones de HPO427 y de SO427, 
principalmente. 


Alcalosis metabólica 


En caso de alcalosis metabólica se observa un aumento en la concentración de HCOy', 
debido a la administración de bicarbonato de sodio o de sales sódicas de ácidos 
orgánicos, o a la pérdida de ácido clorhídrico —con pérdida de CT-, como sucede en el 
vómito o cuando se hacen lavados gástricos, o bien a excreción excesiva de ácido por la 
orina o a pérdida de H” del líquido extracelular, que pasa hacia las células en casos de 
déficit de K*. El aumento de pH sanguíneo observado en la alcalosis metabólica, sea por 
ingestión de bicarbonato de sodio o por pérdida de líquidos —digestivos o sudor—, deprime 
la respiración y disminuye la ventilación. Debido a la compensación respiratoria aumenta 
la pCO, en la sangre y, por lo tanto, la concentración de CO»; con ello, tiende a disminuir 
el pH sanguíneo. La compensación renal es más eficaz e incluye la eliminación del 
exceso del HCOy3” presente en el plasma. A medida que sale el HCOy', es reemplazado 


por el CT. La salida del HCO; por la orina debe acompañarse de la eliminación de una 
cantidad equivalente de un catión; el catión más abundante en el plasma, acompañante 
habitual del HCOy”, es el Na”. En la figura 4-5 se encuentran las modificaciones más 
importantes en las alteraciones del equilibrio ácido-base en cuadros clínicos como 
vómito, diarrea y acidosis diabética, entre otros; se representan sólo las concentraciones 
de HCOy”, CF y Na” para obtener una idea concisa del trastorno. 


o Preguntas de reforzamiento 


1 A pesar de que el pKa del sistema amortiguador HCO3'/CO» es de 6.1, es un excelente amortiguador al pH de la sangre (7.4). 
Explique por qué. 


2 De acuerdo con la ecuación de Henderson-Hasselbalch, describe lo que ocurre en el numerador o denominador del cociente 
HCO3'/CO» en: 


a) Una acidosis metabólica 
b) Una alcalosis metabólica 
C€) Una acidosis respiratoria 


d) Una alcalosis respiratoria 
3 Menciona tres causas para cada una de las alteraciones ácido-base que se mencionaron en la pregunta anterior. 


4 El análisis de gases en sangre muestra una concentración de HCO3” de 25 mM y una presión parcial de CO) de 60 mm Hg. 
¿Cuál es el pH de la sangre? 
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5 Calcula la concentración de bicarbonato en sangre para una presión parcial de CO 2 de 40 mm Hg y un pH de 7.2 


6 Explica los dos mecanismos por medio de los cuales el riñón excreta el exceso de hidrogeniones. 


Respuestas: 4. 6.88, 5. 15.1 mM. 
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e Solución de gases en agua 
e Movimiento de los gases en el organismo 


e Transporte de oxígeno 
e Transporte de dióxido de carbono 
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Í La capacidad de la sangre de transportar grandes cantidades de CO» y O) se debe a que la hemoglobina une al CO) y al O2, y a 
que el CO) se puede transformar en el anión soluble HCO3”. Cada molécula de HCO3" corresponde a una de CO». 


2 La cooperatividad positiva de la hemoglobina le permite saturarse en más de un 90% con 0) cuando los eritrocitos pasan por los 


pulmones y liberar hasta un 70% del oxígeno en los tejidos periféricos, cuando la presión parcial de oxígeno es de 40 mm Hg, Si los 
eritrocitos tuvieran a la mioglobina, se liberaría solamente 2% del oxígeno en los tejidos periféricos. 


3 El 2,3-bisfosfoglicerato disminuye la afinidad de la hemoglobina por el oxígeno. Se produce a partir de 1,3-bisfosfoglicerato, que 
es un intermediario de la glucólisis. 


4 La anhidrasa carbónica cataliza la reacción reversible de hidratación del CO) para producir el ácido carbónico (H2C03). Éste se 
desprotona para dar lugar al bicarbonato (HCOy3). 
5 Al unir iones hidrógeno u5, la hemoglobina funciona como un amortiguador del pH intracelular. 


6 La desviación de cloruros (CT) se debe a que el transporte del bicarbonato a través de la membrana plasmática del eritrocito se 
acopla al flujo de cloruro, vía un antiportador. 


La respiración comprende el acceso del O, a las células, su empleo en los procesos 
oxidativos y su eliminación en forma de CO». En los organismos unicelulares, el O, pasa 
por difusión al interior de las células, donde se combina con el hidrógeno o el carbono de 
los metabolitos y forma H2O y CO». En los animales multicelulares, el mecanismo es 
más complejo y consta de tres etapas: a) la respiración externa, o sea, la introducción 
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del aire a los pulmones y su difusión a los alvéolos; b) el transporte del oxígeno desde 
los pulmones hasta las células y el del CO) producido en éstas, por el camino inverso, a 
los pulmones para su expulsión, y c) la respiración interna, es decir, la difusión del 
oxígeno al interior de las células y la oxidación de los metabolitos para formar H20 y 
CO». 
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Solución de gases en agua 


La disolución de un gas en un líquido depende de su coeficiente de solubilidad, 
específico para cada gas en un solvente determinado y a una temperatura dada, y 
constante en estas condiciones. En fisiología, el interés por estudiar la disolución de un 
gas en un líquido se concreta al caso de O2, CO, y N», en soluciones acuosas a 37 °C, 
cuya concentración depende, en mayor medida, de la presión ejercida por el gas en un 
volumen determinado. En el equilibrio entre una fase gaseosa y una fase líquida, es 
posible observar que el mismo número de moléculas pasa de una fase a otra por unidad 
de tiempo; la tendencia del gas a salir del líquido se denomina presión parcial o tensión 
del gas y está representada por la presión de éste en la fase gaseosa, en equilibrio con la 
fase líquida. En una mezcla de gases, cada uno ejerce presión sobre el líquido o sobre las 
paredes del recipiente. La presión total consiste en la suma de las presiones parciales p de 
la mezcla de gases. Por lo tanto, la cantidad de un gas disuelto en un líquido es 
directamente proporcional a su presión parcial en la mezcla. La presión parcial de un gas 
en una mezcla de gases es fácil de calcular; por ejemplo, en las condiciones de presión 
atmosférica a nivel del mar, de 760 mmHg, el nitrógeno (que constituye 79% del aire) 
ejerce una presión de 79/100 de 760, o sea que su p es de 600 mmHg. El cuadro 5-1 
muestra, con el agua como solvente, la disolución de O2, CO)» y N, en condiciones de 
presión parcial del aire alveolar; además, se observan los datos de disolución de los tres 
gases en la sangre arterial y la sangre venosa. Como puede verse, la sangre contiene 
cantidades de O, y CO, mayores de las correspondientes a una simple disolución, hecho 
indicativo de la presencia de mecanismos de combinación del O, y CO, con algunos 
compuestos de la sangre. El contraste con el nitrógeno es notable, pues el N, existe en las 
mismas cantidades en la sangre y en el agua: se trata de un caso de simple disolución. 


Cuadro 5-1. Contenido de oxígeno, bióxido de carbono y nitrógeno en la sangre arterial y 


venosa, en comparación con la cantidad disuelta en el agua, expresado en volúmenes por 
ciento 


50 0.9 


Sangre arterial 19 
Sangre venosa 13 56 0.9 
Agua con aire alveolar 0.3 2.6 0.9 
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Movimiento de los gases en el organismo 


El paso de gases de un lado a otro de las membranas pulmonares o celulares se debe de 
manera primordial a dos factores: a) las diferencias de la presión del gas entre un lado y 
el otro de la membrana, y b) las diferencias en la capacidad de combinación de los 
componentes sanguíneos con el O, y el CO, debidas al cambio del pH. Por razones de 
presentación, los dos factores se analizan por separado; en primer lugar, se estudian los 
cambios en las presiones parciales de los gases y, en segundo, la capacidad de 
combinación del O) y del CO, con los componentes sanguíneos. En el cuerpo los dos 
mecanismos operan de manera simultánea y sinérgica. Así, la pO, en el aire alveolar a 
nivel del mar es de 101 mmHg, y en la sangre venosa de la arteria pulmonar es de 40 
mmHg; la diferencia a favor de la pO, en el aire alveolar fuerza el paso del O, del aire a 
la sangre; la situación inversa se presenta entre la pCO, de la sangre venosa que llega de 
los tejidos (46 mmHg) y la del aire alveolar, de 40 mmHg, por lo que el CO, pasa de la 
sangre al aire. Como el nitrógeno, N,, no se consume ni se produce en el organismo, 
guarda las mismas proporciones en la sangre venosa y en el aire alveolar. En el cuadro 5-2 
se muestra la composición de los gases respiratorios en tres tipos de muestras: a) el aire 
inspirado, o sea el aire atmosférico; b) el aire espirado, más rico en CO, y menos en O», 
que además contiene el agua eliminada por los pulmones, y c) el aire alveolar en una 
situación intermedia entre el contenido de gases de la sangre venosa y el del aire 
espirado. En rigor, el aire alveolar está equilibrado con la sangre arterial, por lo que su 
composición de gases es igual a la de esta última; los valores del aire alveolar son 
estables, pues la entrada de O, y CO, en los alvéolos se equilibra con su pérdida en la 
serie ininterrumpida de inspiraciones y espiraciones. 


Cuadro 5-2. Composición del aire alveolar del aire espirado y del aire inspirado en mmHg (a 
nivel del mar) 


116 101 


Oxígeno 158 

Bióxido de carbono 0.3 28 40 
Nitrógeno 596 598 571 
Vapor de agua 5 47 47 
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Transporte de oxígeno 


El componente transportador del oxígeno es la hemoglobina, cuya capacidad de 
combinarse con el oxígeno para formar oxihemoglobina depende de diversos factores, 
entre los cuales destacan pO», pCO», pH y concentración de 2,3-bisfosfoglicerato, 
componente aniónico del glóbulo rojo; entre ellos, el que guarda relación más estrecha 
con la saturación de la hemoglobina con el oxígeno es la pO». Al estudiar la saturación de 
la hemoglobina con O», a distintas pO», se obtienen curvas como las de la figura 5-1. 
Cuando se usa hemoglobina pura sin sales y diluida (o también si se emplea mioglobina), 
se obtiene una curva hiperbólica rectangular (línea discontinua), debido a la reacción 
entre el oxígeno y la hemoglobina, por simple ley de acción de masas: 


Hb +0, 2 HbO, 


La hemoglobina sin oxígeno, Hb, es la desoxihemoglobina; la hemoglobina con oxígeno, 
HbO,, es la oxihemoglobina. Cuando el estudio se hace con la hemoglobina tal como se 
encuentra en la sangre, la curva obtenida tiene la forma de “S” o sigmoidea (línea 
continua). Esto se explica por el comportamiento cooperativo de algunas proteínas 
oligoméricas, como la hemoglobina, la cual está integrada por cuatro monómeros. Esto 
reviste gran interés fisiológico; por ejemplo, a la pO) de 80 mmHg se obtiene una 
saturación casi completa de la hemoglobina en la sangre total, y aun a 20 mmHg se 
obtienen saturaciones de 35 a 40%. En caso de que lo que existiera en la sangre fuera 
hemoglobina constituida por un monómero, a presiones de 20 mmHg estaría todavía tan 
saturada que se dificultaría el paso de oxígeno desde la hemoglobina hacia los tejidos 
(figura 5-1). 
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Figura 5-1. Curva de saturación de la hemoglobina. En la curva discontinua se muestra el comportamiento de la 
hemoglobina en la cual se ha disociado en los monómeros que la integran y ha perdido su comportamiento 
cooperativo. La curva continua, en “S” o sigmoidea, se obtiene con la sangre total, donde la hemoglobina está 
integrada por cuatro monómeros y mantiene su comportamiento cooperativo. 


Papel de la pCO, y el pH 


La curva obtenida, expresada como porcentaje de saturación contra la pO», se modifica 
con la pCO», tal como se observa en las curvas de la figura 5-2. El efecto del CO», 
consistente en desviar hacia la derecha la curva al aumentar su presión parcial, se 


denomina efecto Böhr y se debe al aumento de la concentración de H*; la unión del H* a 
la hemoglobina favorece la disociación del O, de la oxihemoglobina, desplazando el 
equilibrio de la ecuación hacia la izquierda: 


HHb + O2 > HbO7 + H* 
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Figura 5-2. Curvas de saturación de la hemoglobina a distintas presiones parciales de CO2. El aumento de pCO> 
desplaza la curva hacia la derecha. 


La modificación de la curva en función de la pCO, tiene importancia fisiológica; en los 
pulmones, donde la pCO, es baja, la afinidad de la hemoglobina por el oxígeno es más 
alta y capta oxígeno con mayor facilidad; por el contrario, en los tejidos, donde la pCO, 
es muy alta y la pO, es muy baja, la hemoglobina libera el oxígeno con gran facilidad. 


Efecto del 2,3-bisfosfoglicerato 


La afinidad del oxígeno por la hemoglobina es mayor cuando la proteína se extrae del 
elóbulo rojo, hecho que sugiere la presencia de una sustancia capaz de modificar la 
afinidad del oxígeno por la hemoglobina. 
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El 2,3-bisfosfoglicerato presente en el glóbulo rojo reduce 26 veces la afinidad de la 
hemoglobina por el oxígeno. Al perder la oxihemoglobina su O, y convertirse en 
desoxihemoglobina, al tiempo que sale el oxígeno, la proteína se combina con el 2,3- 
bisfosfoglicerato, lo que impide la recaptura del O, a nivel tisular. En el pulmón, el 
exceso de oxigeno desplaza el 2,3-bisfosfoglicerato, y la desoxihemoglobina se convierte 
en oxihemoglobina. El 2,3-bisfosfoglicerato es importante desde los puntos de vista 
fisiológico y clínico. En parte, la adaptación del ser humano a las grandes alturas se debe 
a un aumento del 2,3-bisfosfoglicerato; así, se libera más oxígeno en los tejidos para su 
consumo, aun cuando sea menor la saturación de la hemoglobina con el oxígeno, en vista 
de su menor disponibilidad por la mayor altitud. Algo semejante ocurre en los pacientes 
con insuficiencia pulmonar crónica, como la presente en el enfisema con baja saturación 
de la hemoglobina con oxígeno; cuando aumenta la concentración del 2,3- 
bisfosfoglicerato, la oxihemoglobina libera el oxígeno con mayor facilidad. 


Capacidad de transporte de la hemoglobina 


En estado de reposo, un varón normal utiliza 10 mmol de oxígeno por minuto; el 
ejercicio suele aumentar el requerimiento hasta 100 mmol por minuto. Un gramo de 
hemo-globina se combina con 0.055 mmol de O»; por lo tanto, con un promedio de 15 g 
de hemoglobina por 100 mL de sangre, se captan unos 0.82 mmol de O». En los 
capilares se encuentra la siguiente situación: la pO, en el interior del vaso es de 100 
mmHg y en las células de 20 mmHg; por el contrario, la pCO, en las células es de 46 
mmHg y en la sangre arterial de 40 mmHg. Se favorece, por lo tanto, la difusión del O, 
de la sangre hacia las células y del CO, de las células hacia la sangre; una vez pasado el 
capilar, en la sangre venosa, la pO2 es de 40 mmHg y la pCO, de 46 mmHg; aunque la 
diferencia de presiones para el CO, es de sólo 6 mmHg, debido a su mayor difusibilidad, 
sale con facilidad de las células. En la gráfica de disociación de la hemoglobina (figura 5- 
2), a una pO, de 25 mmHg y a una pCO, de 46 mmHg, condiciones de la sangre venosa, 
la saturación de la hemoglobina con oxígeno es cercana a 56% (34% menor a la sangre 
arterial); es decir, se liberaron 0.36 mmol de oxígeno por cada 100 mL de sangre 
distribuida en los capilares. 


Mioglobina y hemoglobina fetal 


148. 
booksmedicos.org 


Los músculos utilizan gran cantidad de oxígeno, lo cual es facilitado por la proteína 
mioglobina. La curva de saturación de la mioglobina a distintas pO, da una hipérbola 
rectangular, como ocurre con las soluciones diluidas de hemoglobina (figura 5-1). Esto 
permite que la mioglobina actúe como reserva de oxígeno; en efecto, a una pO, baja, la 
hemoglobina pierde buena parte de su oxígeno y la mioglobina lo conserva. Además, la 
hemoglobina, en presencia del CO», desvía su curva de disociación hacia la derecha, 
libera con mayor facilidad el oxígeno y disminuye su saturación. La hemoglobina fetal 
funciona como la mioglobina; es decir, para cualquier valor de la pO», la sangre fetal 
tiene más oxígeno que la sangre materna. Esto es muy conveniente para el feto, pues 
cuenta con un adecuado suministro de oxígeno al transferirse el gas de la hemoglobina 
materna a la fetal y de ésta a sus células. 
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Transporte de dióxido de carbono 


Un varón normal produce cada día 500 L de CO,, transportados en la sangre en especial 


como HCOy”. En el agua a 37 °C, y a una presión del gas de 40 mmHg, se disuelven 0.1 
mmol de CO, por 100 mL. En cambio, en la sangre arterial se disuelven 2 mmol por 100 
mL, y en la venosa 2.5 mmol por 100 mL. El CO, suele encontrarse en la sangre como 


bicarbonato, HCOy'; en el cuadro 5-3 se presentan las proporciones relativas de las 
distintas formas en que existe en la sangre arterial y en la sangre venosa. El CO, de la 
sangre proveniente de los tejidos es transportado, en muy pequeña proporción (3% del 
total), en forma de solución verdadera de CO) (cuadro 5-3). Al pasar la sangre por los 
pulmones en condiciones de pCO, baja, el HCO, se deshidrata por medio de la 
anhidrasa carbónica y puede liberarse todo el CO». Por el contrario, en los tejidos 
donde hay una pCO, alta, el gas pasa al plasma y a los eritrocitos, donde se forma, con 
gran velocidad, H,C0Oy por hidratación del CO». 


CO, et H20 i HCO} 


Cuadro 5-3. Distribución del bióxido de carbono en la sangre arterial y en la sangre venosa 
por litro de sangre 


Total 25 23.2 17 
Total en glóbulos rojos 5.6 6.2 0.6 
(16.4 mmol en 1 L de sangre) 

CO» disuelto 0.3 0.4 0.1 
HCO3 4.3 4.4 0.1 
Carbamino 1 1.4 0.4 
Total en plasma 15.9 17.0 1.1 
(24.6 mmol en 1 L de sangre) 

CO» disuelto 0.7 0.8 0.1 
HCOS 15.2 16.2 1.0 
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La mayor cantidad de HCO; se encuentra en el plasma y domina, en proporción de 3 a 
1, sobre la cantidad presente en los glóbulos rojos. 


Formación de grupos carbamino 


Además de estar en solución o como H,C03x o HCOy', el CO, puede estar en la sangre 
en forma de compuestos carbamino, a partir de su unión con grupos amino: 


R-NH; + CO, + R=-NHCOO” + H* 


como es el caso de los cuatro grupos amino terminales de cada una de las cuatro cadenas 
polipeptídicas de la hemoglobina; así se transporta 2 a 3% del CO, (cuadro 5-3). 


Efecto amortiguador de la hemoglobina con el ácido 
carbónico 


La hemoglobina tiene capacidad amortiguadora porque puede captar H* al perder 


oxígeno. Del mismo modo, cuando la hemoglobina se une al oxígeno libera los H”. La 
hemoglobina oxigenada es un ácido más fuerte que la hemoglobina no oxigenada, por 


tener más facilidad para liberar los H*. En rigor, existe competencia entre el oxígeno y los 
protones. En el pulmón, la mayor disponibilidad del oxígeno y la baja concentración de 
protones coinciden para oxigenar la hemoglobina y liberar sus protones. En los tejidos, la 
menor disponibilidad de oxígeno y la producción de protones fuerzan a la hemoglobina a 
perder su oxígeno y captar protones. 


Desviación isohídrica 

Se denomina desviación isohídrica a un movimiento de iones que favorece la captación 
de CO, sin modificaciones importantes del pH (figura 5-3). El CO) pasa de los tejidos al 
plasma y del plasma a los eritrocitos por medio de simple difusión; es hidratado por la 
anhidrasa carbónica y se convierte en H,COz, que se ioniza en HCO% + H*. Como se 
describió antes, la hemoglobina capta los H* y, de manera simultánea, el grupo hemo 
libera el oxígeno, formando desoxihemoglobina. Al ser captado el H*, queda en libertad 
el HCOy', el cual pasa hacia el plasma en intercambio con cloruro. El pH cambia muy 
poco porque los H* son captados por la hemoglobina. Desde el punto de vista 
cuantitativo, la desviación isohídrica implica la formación de 0.7 mEq de HCO; por cada 
milimol de O, separado de la oxihemoglobina y, de modo simultáneo, la captación de 0.7 
mEq de protones por la hemoglobina. Con la desviación isohídrica ocurre la desviación 
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de cloruros a través del siguiente mecanismo: la formación de H,COy en los glóbulos 
produce HCOy”, que al pasar al plasma se intercambia con el CT (figura 5-3). Los mismos 
fenómenos, pero en orden inverso, ocurren en los eritrocitos, en el plasma y en los 
alvéolos, cuando la sangre venosa llega a los capilares pulmonares. En este caso, se 
pierde CO, del plasma hacia el aire alveolar y fluye O, del aire hacia el plasma y los 
glóbulos rojos; la desoxihemoglobina se transforma en oxihemoglobina y de esta manera 
tiende a perder el protón H”; éste se combina con HCOy”, formando H,CO», el cual por 
medio de la anhidrasa carbónica se convierte en CO) y H20; el CO, difunde a favor de 
la diferencia de presión con respecto del aire alveolar. La baja de HCO; en los glóbulos 
rojos, por combinarse con el H*, es compensada por la entrada de HCO; del plasma; 
por cada molécula de HCO% que entra a los glóbulos rojos, sale un CT hacia el plasma. 
Este HCOy' sigue aceptando los H* provenientes de la hemoglobina para repetir el ciclo. 
Al mismo tiempo, el CO,, presente en forma de compuestos de carbamino, se libera por 
la baja pCO, y por la conversión de hemoglobina a oxihemoglobina. Por lo tanto, la 
hemoglobina, además de transportar oxígeno, también transporta CO, y tiene un 
cometido primordial en el mantenimiento del pH sanguíneo. 
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Figura 5-3. Procesos que ocurren en el paso del CO? de los tejidos hacia la sangre. La hemoglobina, de manera 
esquemática, muestra sólo los anillos imidazólicos de la histidina y los grupos terminales NH9 de diversos 
aminoácidos. A nivel pulmonar sucede el fenómeno totalmente inverso. 


Regulación de la respiración 
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La profundidad y la velocidad de los movimientos respiratorios son regidas por el centro 
respiratorio del bulbo raquídeo, cuya actividad se modifica por las presiones de CO, y de 
O, de la sangre, e indirectamente por el pH, cuando cambia la cantidad de CO,. El alza 
de la pCO, como en la asfixia, con disminución de O, y exceso de CO), provoca 
hiperpnea, o aumento en la profundidad de las respiraciones; si el CO, se incrementa 
demasiado, se deprimen las funciones respiratorias y cardiacas, y puede sobrevenir la 
muerte. 

Otro factor regulador es la pO, a través del cuerpo carotideo y del seno aórtico; el 
aumento de la pO, deprime el centro respiratorio, aunque este sistema es más sensible al 
exceso de CO, que a la falta de oxígeno. La relación entre la pCO, y la pO, se 
ejemplifica con la respiración en las grandes alturas. La presión barométrica, y por lo 
tanto la pO, en las grandes alturas, disminuye de manera progresiva; a 10 000 m de 
altitud la pO, es de 40 mmHg, o sea, una cuarta parte de su valor al nivel del mar. La 
sangre arterial en estas condiciones está menos saturada de oxígeno. Si el cambio del 
nivel del mar a las grandes alturas ocurre con rapidez, como en un vuelo, es necesario 
administrar oxígeno a presión para evitar síntomas de anoxia, en particular cerebral. Sin 
embargo, si el traslado se hace con lentitud, o se trata de personas aclimatadas, el ajuste 
se logra a través del aumento de la cantidad de hemoglobina, que puede alcanzar cifras 
de 20 y 25 g por 100 mL. Además, aumenta la concentración del 2,3-bisfosfoglicerato en 
el glóbulo rojo, lo que resulta en una disminución de la afinidad del oxígeno por la 
hemoglobina, la cual lo libera con mayor facilidad a nivel tisular. 


e Preguntas de reforzamiento 


1 La solubilidad del oxígeno y del dióxido de carbono en el agua es pequeña. Sin embargo, la sangre tiene la capacidad de 
transportar aproximadamente 60 veces más O) y 22 veces más CO) que el agua. Describa los mecanismos subyacentes de esta 
gran capacidad de la sangre para transportar estos gases. 

2 Explique el efecto del pH y el 2,3-bisfosfoglicerato sobre la afinidad de la hemoglobina por el oxígeno. 

3 ¿De qué depende la capacidad amortiguadora de la hemoglobina? 


4 ¿En qué consiste la desviación isohídrica? 


5 Describa los mecanismos que se utilizan para la adaptación de un individuo a grandes altitudes. 
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e Metabolismo energético 

e Valor calórico de los alimentos 

e Cociente respiratorio 

e Valor calórico del oxígeno 

e Calorimetría 

e Metabolismo basal 

e Metabolismo total 

e Efecto del trabajo 

+ El problema de la obesidad 

e Bioquímica de la nutrición 

e Métodos generales de estudio 

e Requerimientos nutricionales de los seres humanos 
e Función de las proteínas en la nutrición 

e Aspectos cualitativos de las proteínas dietéticas 

e “Esencialidad” de los aminoácidos 

e Requerimientos de aminoácidos en los seres humanos 
e Valor biológico de las proteínas 


e Balance de nitrógeno 
+ Influencia de la dieta sobre los elementos de excreción del metabolismo proteínico 


e Requerimientos cuantitativos de proteínas 


e re clave 


1 El joule (J) es la unidad utilizada para medir energía en el Sistema Internacional de Unidades y se define como la cantidad de 
energía requerida para mover 1 kg de masa una distancia de un metro. 


2 Calorimetría es el proceso de cuantificar la cantidad de calor liberado o absorbido durante una reacción química. 


3 La acción dinámica específica o efecto termogénico de los alimentos es el gasto energético producido por la digestión, absorción y 
metabolismo de los nutrientes. Dentro de los macronutrientes, las proteínas son las de mayor efecto termogénico. 


Á Las recomendaciones dietéticas diarias o DRI (del inglés dietary reference intake) establecen las cantidades de nutrientes 
necesarias para satisfacer los requerimientos nutritivos de la gran mayoría (97-98%) de las personas de una población saludable. 


5 Los aminoácidos esenciales en los adultos son nueve: Fenilalanina, Histidina, Isoleucina, Leucina, Lisina, Metionina, Treonina, 
Triptófano y Valina. 
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Este capítulo incluye los aspectos básicos sobre el metabolismo energético y la nutrición. 
El metabolismo energético se refiere al estudio del aporte y gasto de la energía 
indispensables para la realización de todas las funciones en los seres vivos. Los aspectos 
bioquímicos de la nutrición comprenden el aporte de los alimentos como fuentes de 
energía y como precursores de todos los compuestos integrantes de las células y tejidos. 
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Metabolismo energético 


Las funciones de los seres vivos (movimiento, respiración, crecimiento, reproducción, 
entre otros) requieren energía para realizarse y para ello dependen de: a) la liberación de 
la energía de los compuestos que la contienen, y b) un mecanismo de “transducción” de 
la energía, es decir, un sistema que pueda recibir la energía y almacenarla en forma de 
compuestos químicos como el ATP, que se utilizan para efectuar trabajo mecánico, 
osmótico y eléctrico, entre otros. Gran parte del metabolismo consiste en el 
aprovechamiento de la energía proveniente de los alimentos. La energía contenida en una 
sustancia se desprende como calor o se convierte en diversas formas de trabajo, que a su 
vez, al ser aprovechadas, terminan por convertirse en calor (figura 6-1). Los estudios de 
calorimetría permiten valorar tanto la capacidad calorífica de los alimentos como los 
requerimientos de energía del organismo en distintas condiciones. 


„- - -> Calor 
H2O K 
CO» 5 
yA, 
5 4 4 4 
4 4 
4 a 
Catabolismo o 4 - ; 
oxidación de Energia ————————— Trabajo 
sustratos 5 4 , 
4 
4 5 Mecánico - - - - - - - - - - > 
Sustrato Trabajo Eléctrico - - - - - - --- > > 5 
oxidable ADP Químico ---------- >O 
+Pi OSMO i= i === ===: > 


Figura 6-1. Transformación de la energía química encerrada en los metabolitos en diversas formas de trabajo; 
directa o indirectamente, todas las transformaciones terminan por convertirse en energía calórica que se disipa al 
medio. 


D 

© El Sistema Internacional de Unidades recomienda el joule como la unidad de energía. El joule 
tiene el símbolo J y se define como el trabajo realizado sobre una masa de 1 kg cuando se desplaza un 
metro al aplicar una fuerza de 1 newton. Puesto que la fuerza se define como el producto de la masa por 
la aceleración, los joules equivalen a [fuerza (en newtons)] x [distancia (metros)], de manera que los 
joules tienen unidades de [masa (en kg) x aceleración (metros x seg”?)] x [distancia (metros)], esto es 


kg x m? x seg? (kilogramos por metro al cuadrado sobre segundo al cuadrado). 


Puesto que un joule corresponde a una cantidad de energía relativamente pequeña, es 
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común utilizar los kilojoules (kJ); de esta forma, un kilojoule (kJ) es igual a 1 000 J. En 
bioquímica y en nutrición se continúa usando como unidad de energía la kilocaloría 
(kcal). Una kcal es igual a 1 000 calorías (cal), y 1 cal equivale a la cantidad de calor 
requerida para aumentar en 1 °C (de 14.5 a 15.5 °C) la temperatura de 1 g de agua. Por 
tanto, 1 kcal = 4.184 kJ. 
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Valor calórico de los alimentos 


La cantidad de calor producida por un alimento cuando se quema en un aparato como la 
bomba calorimétrica es el equivalente de la energía potencial de dicho alimento; en 
general, los valores encontrados con la bomba son muy parecidos a los obtenidos en los 
organismos vivos. Así, la combustión de una mezcla de carbohidratos (monosacáridos y 
polisacáridos) parecida a la ingerida con la dieta, arroja cifras de 4.1 kcal por gramo de 
carbohidrato. En la bomba, un gramo de grasa natural proporciona 9.3 kcal y 1 g de 
proteína da un promedio de 5.6 kcal; sin embargo, las proteínas, cuando son oxidadas en 
el organismo animal, sólo liberan 4.1 kcal por gramo, pues en condiciones fisiológicas no 
se queman por completo, y parte de ellas se excreta en forma de urea (NH>),C0O, 
producto no del todo oxidado. En la práctica, las cifras anteriores se redondean y en 
fisiología se acepta como valor calórico de las grasas 9 kcal/g, de los carbohidratos 4 
kcal/g y de las proteínas 4 kcal/g. Resulta interesante que el alcohol, a veces consumido 
en grandes cantidades (más de 50% de las necesidades calóricas), produce 7 kcal/g. 
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Cociente respiratorio 


Se entiende por cociente respiratorio la relación numérica obtenida al dividir el volumen 
de bióxido de carbono producido en una reacción, entre el volumen de oxígeno usado 
para llevarla a cabo. El cociente respiratorio varía con cada uno de los principios 
alimenticios fundamentales. Los carbohidratos se oxidan de acuerdo a la ecuación 
general: 


CóH1206 + 6 O, >36 CO, +6 H> 


y dan un cociente respiratorio, o sea la relación CO,/0», de 6/6 = 1. Cuando se oxida 
una grasa, como la trioleína, la reacción general es: 


Cs7H10406 + 80 O2 > 57 CO) + 52 H2 


con un cociente respiratorio de 57/80, o sea 0.71. De la misma manera, el cociente 
respiratorio promedio para las proteínas es de 0.80. Cuando el individuo ingiere una 
dieta mixta, el cociente respiratorio es de 0.82. 
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Valor calórico del oxígeno y la tasa de intercambio 
respiratorio 


Al oxidar carbohidratos hasta CO, y H20, se producen alrededor de 5.0 kcal por cada 
litro de oxígeno utilizado. Cuando se oxidan grasas, 1 L de O, sirve para la producción de 
4.68 kcal, y cuando se trata de la combustión de proteína, el valor calórico del O, es de 
4.48 kcal/L. En una alimentación mixta estándar, formada por cantidades equilibradas de 
proteínas, grasas y carbohidratos, de manera experimental se ha obtenido un cociente 
respiratorio de 0.82, con un valor calórico, por litro de oxígeno, de 4.825 kcal. 

Por otra parte, la tasa de intercambio respiratorio (RER, del inglés Respiratory 
Exchange Ratio) se mide como el cociente entre el CO, producido y el O) consumido 
por un individuo, y es igual al cociente respiratorio si el RER se determina en condiciones 
de reposo (en estado estacionario). En condiciones de ejercicio extremo por ejemplo, el 
RER puede adquirir valores mayores a 1. De igual manera, cuando un animal está 
sintetizando grasa a partir de carbohidratos, se consume muy poco O», puesto que, a 
partir de un producto muy oxigenado, como es un carbohidrato, se pasa a una sustancia 
menos oxigenada, un ácido graso; predomina así la producción de CO, sobre el consumo 
de O, y el cociente respiratorio se vuelve mayor de la unidad; de manera experimental se 
han obtenido valores de 2.0 y más. Por el contrario, cuando el animal está quemando su 
propia grasa y no utiliza carbohidratos, la situación se invierte y el cociente respiratorio 
puede descender a menos de 0.7; en animales que hibernan son comunes valores entre 
0.6 y 0.7. En Medicina, la determinación de la tasa de intercambio respiratorio (RER) 
resulta útil para el diagnostico (ver Cuadro clínico). 
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Calorimetría 


D 
© Por métodos de calorimetría, directa o indirecta, se puede estimar la energía utilizada por un 
organismo midiendo la cantidad de calor disipada en un lapso determinado. 


El aparato de calorimetría directa se usa sólo con fines de investigación; se trata de una 
cámara aislada en cuyo interior puede colocarse un individuo o un animal. El calor 
producido por el sujeto experimental se absorbe en una camisa de agua que rodea la 
cámara; se mide además el oxígeno consumido y el bióxido de carbono producido. 
Pueden introducirse alimentos al interior de la cámara y retirarse los desechos. El método 
se ha usado en diversas condiciones (reposo, ejercicio, trabajo mental intenso, entre 
otros). Los métodos indirectos para el estudio de la producción energética de un 
organismo se basan en las determinaciones del consumo de O, y de la emisión de CO», 
muy relacionados con la producción de calor. La medición de los gases se realiza en 
circuitos cerrados o abiertos. En el método de circuito cerrado, el aire expelido por los 
pulmones pasa a través de reactivos adecuados que fijan el H2O y el CO», y se mide la 
cantidad de O, consumido durante el experimento. Los cálculos para determinar la 
producción energética se hacen en función del valor calórico de un litro de oxígeno 
(véase sección previa), en condiciones de consumo de una dieta mixta. En la práctica, 
para medir el calor producido o utilizado, se estudia la cantidad de oxígeno consumido en 
un tiempo determinado, en condiciones de reposo y de ayuno, o sea basales, sobre la 
base de que el cociente respiratorio en una dieta mixta es de 0.82, correspondiente a un 
valor calórico para el oxígeno de 4.825 kcal/L. 


O cuadro clínico 


Correlación clínica: valor diagnóstico del cociente respiratorio y la tasa de intercambio respiratorio (RER) 


El valor de la relación (CO2 producido/O7 consumido) por un individuo, puede utilizarse como un indicador del tipo de sustrato 
metabólico que usa para obtener energía. De esta forma, el valor del RER puede indicar qué tipo de moléculas se oxidan bajo 
diferentes condiciones de ejercicio. En el ejercicio moderado el metabolismo celular predominante es aerobio y el sustrato utilizado 
para obtener energía son de preferencia grasas (RER < 0.82); en el ejercicio intenso en cambio, el sustrato empleado es en mayor 
medida carbohidratos, y ello se refleja en el valores de RER (cercanos a 1), En el ejercicio extenuante, el metabolismo anaerobio es 
el predominante, el consumo de oxígeno es bajo porque el producto final de la degradación de carbohidratos no es CO» sino ácido 
láctico; que es neutralizado por el amortiguador de bicarbonatos generando más CO», que se elimina por la hiperventilación 
concomitante. Así, valores de RER mayores a 1, indican cuando un individuo está realizando ejercicio bajo condiciones 
extenuantes. Esta información es de importancia capital para la medicina del deporte y el diseño de programas de entrenamiento, 
incluyendo la determinación del rendimiento máximo de un atleta o el esquema de intensidad y duración del ejercicio para quemar la 
mayor proporción de grasas en una persona. De igual manera, permite entender por qué pacientes con enfermedad pulmonar 
obstructiva crónica, que tiene comprometida su capacidad para realizar el intercambio gaseoso y el transporte de oxígeno, se ven 
beneficiados por dietas bajas en carbohidratos y altas en grasas, que requieren menos O) para ser oxidadas. 
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Metabolismo basal 


El término metabolismo basal se refiere a la cantidad de calor liberado por un 
organismo en una unidad de tiempo, en condiciones específicas denominadas basales, o 
sea el reposo físico y mental absolutos y ayuno de por lo menos 14 h; en estas 
condiciones, el calor desprendido constituye casi la totalidad de la energía liberada por el 
consumo de las reservas acumuladas en el organismo, e incluye sólo las funciones 
orgánicas básicas, respiración, circulación de la sangre y metabolismo intermedio de los 
tejidos. En general, el metabolismo basal, o su equivalente en calorías, es alrededor de la 
mitad del gasto calórico normal para un individuo adulto sano en condiciones normales. 

La medición del metabolismo basal, en la práctica, se hace calculando, a partir del 
consumo de oxígeno, la cantidad de calorías liberadas, por lo común en el lapso de una 
hora (cuadro 6-1). Las cifras obtenidas dependen de un factor muy constante, la superficie 
corporal, e indican las calorías consumidas por metro cuadrado y por hora. Es común la 
práctica de dar los resultados en porcentajes por arriba o por abajo de los valores fijados 
como normales, de manera experimental, para una especie biológica determinada. Así, el 
requerimiento calórico diario de un individuo resulta principalmente de la suma de su 
gasto energético por la actividad física que desarrolla, más el metabolismo basal de su 
cuerpo, que representa el gasto energético necesario sólo para mantener su cuerpo 
funcionando en condiciones de reposo. 


Cuadro 6-1. Requerimientos calóricos 


Sedentarios 100 84 2 400 2 000 
Moderadamente activos 125 100 3 000 2 400 
Muy activos 187 125 4 500 3 000 
Embarazo (segunda mitad) 100 2 400 
Lactancia 125 3 000 
Pem E AA a T 
13 a 15 años 133 108 3 200 2 600 
7a9 años 84 84 2 000 2 600 
l a3 años 50 50 1 200 1 200 
Menos de un año 4.6/kg 4.6/kg 110/kg 110/kg 
165 
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En estado normal, para varones jóvenes adultos de 20 a 30 años de edad, las cifras 
normales de metabolismo basal son de 40 kcal por metro cuadrado por hora, 
equivalentes a 8.3 L de oxígeno por metro cuadrado por hora. En las mujeres se registran 
cifras 6 a 10% inferiores a las de los varones. 

La producción de 40 kcal por hora por metro cuadrado para el varón representa 


valores de 1 300 a 1 600 kcal diarias, suponiendo una superficie de 1.70 m? y un peso de 
70 kg. Las variaciones normales son +10% alrededor del promedio en casi 90% de los 
sujetos. Además de la ingestión de alimentos, las emociones y las temperaturas 
ambientales extremosas, existen otros factores que modifican el metabolismo basal, como 
edad, sexo, peso y estatura, estado de nutrición, entre otros. En el cuadro 6-2 se muestra 
la variación del metabolismo basal conforme aumenta la edad, en uno y otro sexo. 


Cuadro 6-2. Producción calórica en relación con la edad y sexo 


10 49 46 
15 45 39 
20 41 37 
30 40 36 
40 38 35 
50 37 34 
60 36 34 
70 34 32 


En caso de enfermedad, se modifica el metabolismo basal por las alteraciones de las 
glándulas de secreción interna, en particular la glándula tiroides. En general, un 
metabolismo basal dentro de +15% excluye la glándula tiroides como causa de la 
sintomatología. En los cuadros de hiperfuncionamiento hipofisario (acromegalia, 
síndrome de Cushing, entre otros) aumenta el metabolismo basal. 

La fiebre es una de las causas más frecuentes del metabolismo basal alto, así como el 
embarazo, debido al aumento en la cantidad de tejido fetal activo que se suma al 
consumo energético del organismo materno. 

Se observa metabolismo basal bajo en el hipotiroidismo, cuando suelen encontrarse 
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cifras hasta de -35%. En la desnutrición, el metabolismo basal baja, en parte, por la 
menor actividad del sistema endocrino característica de la desnutrición, y quizá también 
por la carencia de proteínas. Esta disminución en el metabolismo basal explica también 
por qué a las personas les resulta más difícil bajar de peso que subir de peso cuando 
modifican su ingesta calórica. 
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Metabolismo total 


A) 

2 En condiciones ideales, la entrada de calorías al organismo iguala la energía disipada en forma de 
calor. El gasto de energía depende de los factores constantes relacionados con el metabolismo basal y 
de las variables dependientes de la actividad muscular o del consumo alimenticio. Entre estos últimos 
destaca la acción dinámica específica o efecto termogénico de los alimentos, fenómeno caracterizado 
por un aumento en el metabolismo basal después de la ingestión de alimentos; es decir, el propio 
metabolismo de los alimentos produce una cantidad de calor que se disipa y desperdicia. 


El efecto es muy leve para los carbohidratos, intermedio para las grasas y muy alto (20 a 
40%) para las proteínas. Muchos aminoácidos individuales muestran el fenómeno, aun 
inyectados, por lo que dicha acción parece relacionarse con los procesos de desaminación 
o degradación de metabolitos. En la práctica, bajo dietas mixtas, se calcula 5% de 
calorías adicionales para compensar la pérdida por la acción dinámica específica. Por otra 
parte, algunos alimentos específicos, como por ejemplo la capsaicina (ingrediente activo 
del chile) y los triglicéridos de cadena media, pueden incrementar el efecto termogénico 
de los alimentos y favorecer en cierta medida la pérdida de peso. 
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Efecto del trabajo 


El trabajo muscular representa la actividad aislada más importante para determinar la 
producción de calor en los seres humanos. En el cuadro 6-3 se agrupan las actividades, 
según su consumo de energía, en sedentarias, moderadamente intensas, intensas y muy 
intensas. Las actividades ligeras, como escribir en computadora, consumen unas 30 
kcal/h, en comparación con aserrar madera, cuyo consumo se calcula en 380 kcal/h; una 
carrera de alta velocidad consume 650 kcal/h, entre otras. 


Cuadro 6-3. Gasto calórico y actividad 


Escribir a mano 


Escribir a máquina 30 


Coser a máquina 


Manufactura de zapatos 


Carpintería 


Herrería 


Cantería 


Minería 


Aserradero 380 


En los dos casos citados en el cuadro 6-4, el de un empleado de oficina y el de un 
herrero, se unifican las actividades del metabolismo basal y la acción dinámica 
comprendidas en el término de “procesos fisiológicos”, más las actividades habituales 
como las de levantarse, caminar, vestirse, bañarse, entre otras, calculadas en unas 50 
kcal/h. A esto se añade el trabajo especial del individuo, dejando margen para situaciones 
inesperadas. Por lo tanto, el requerimiento calórico depende de las tres fuentes de gasto, 
o sea: el metabolismo basal, la acción dinámica específica de los alimentos y el ejercicio. 
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Cuadro 6-4. Requerimiento calórico según actividad 


24 Horas de “procesos fisiológicos” 1700 
8 Horas de actividades habituales 400 
8 Horas de escribir a máquina y hacer apuntes 240 
Requerimiento diario total 2 340 
Bee 
24 Horas de “procesos fisiológicos” 1700 
8 Horas de actividades habituales 400 
8 Horas de trabajo de herrería 2 400 
Requerimiento diario total 4 500 


Las lesiones y las enfermedades aumentan el requerimiento energético del individuo; 
por ejemplo, en los enfermos operados o con fracturas, el requerimiento calórico 
aumenta en 30%, y más de 100% en los casos de quemaduras graves. 

Los requerimientos energéticos son satisfechos por los alimentos: carbohidratos, grasas 
y proteínas. En forma ideal, las proteínas deben proveer 12% de las necesidades 
calóricas, las grasas no más de 30%, y el resto, 58%, los carbohidratos. 
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El problema de la obesidad 


La obesidad consiste en la acumulación de calorías, en forma de grasas, en los depósitos 
del organismo; se trata, en rigor, de un desequilibrio entre la ingestión y el consumo de 
energía, pues se ingiere más alimento del necesario para sostener los gastos calóricos, tal 
vez a consecuencia de una alteración del apetito. No existen individuos que digieran o 
utilicen de manera más eficaz los alimentos; por lo tanto, la causa de obesidad no es un 
mayor aprovechamiento de los alimentos. 

Desde el punto de vista del equilibrio calórico, la acumulación de tejido adiposo crea 
una sobrecarga física, y para mover la mayor masa de tejido adiposo se necesita hacer 
más trabajo muscular y gastar más energía; además, existe una mayor utilización y 
movilización de triacilglicéridos y de ácidos grasos en el tejido adiposo. En consecuencia, 
conforme aumenta la cantidad de grasa acumulada, se incrementan las necesidades de 
energía para los movimientos de esa persona y para el metabolismo del tejido adicional. 
El proceso no sigue de manera indefinida, pues se alcanza un equilibrio entre lo ingerido 
y lo gastado, o sea la suma del metabolismo basal más el esfuerzo muscular, más la 
acción dinámica específica. En estas condiciones, el aumento de peso suele sostenerse 
con ingestiones iguales a las que permitieron lograr ese aumento en un principio, hecho 
que en las personas obesas se corrobora por la observación de que incluso una ingestión 
muy moderada coincide con la persistencia de la obesidad. 
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Bioquímica de la nutrición 


Los miles de compuestos que integran las células y los tejidos del organismo provienen 
de sustancias presentes en los alimentos. Además del agua y de las fuentes de energía 
(carbohidratos y lípidos), el cuerpo humano requiere ingerir, preformadas, 24 sustancias 
orgánicas, denominadas “esenciales”, a saber: nueve aminoácidos, dos ácidos grasos y 13 
vitaminas, así como 15 elementos químicos cuya presencia es indispensable en la dieta: 
calcio, fósforo, yodo, hierro, magnesio, zinc, cobre, potasio, sodio, cloruro, cobalto, 
níquel, manganeso, molibdeno y selenio. El papel del cromo y el vanadio como 
elementos “esenciales” es aún materia de discusión. 

El estudio de los factores nutritivos presentes en la dieta es importante en medicina, 
pues tanto por su carencia como por su consumo en exceso pueden presentarse diversas 
alteraciones: la ingestión excesiva de carbohidratos y lípidos genera obesidad y diabetes; 
la falta de hierro provoca anemia; en caso de diarrea puede sobrevenir déficit de potasio, 
que origina arritmias e incluso paro cardiaco; el exceso en la ingestión de sodio se ha 
relacionado con edema, hipertensión arterial e insuficiencia cardiaca, entre otros. En 
términos generales, deben reconocerse dos límites para considerar un buen estado de 
salud: el del requerimiento mínimo por debajo del cual pueden aparecer síntomas de 
carencia, y el de la tolerancia máxima que al ser excedida puede provocar diversas 
molestias o trastornos. Ambos límites son modificados por varias circunstancias como 
edad, crecimiento, ejercicio, embarazo, enfermedades, consumo de alcohol, entre otros. 
Aquí, es relevante señalar que si bien el consumo de bebidas alcohólicas es habitual en la 
dieta de muchos pueblos, y que el etanol contenido en ellas aporta una cantidad 
significativa de energía (7 kcal/g), no puede considerarse como un nutriente más, puesto 
que la energía que aporta no es equivalente a la de otros alimentos (ver el siguiente cuadro 
clínico). 

En general, son raros los cuadros carenciales en seres humanos debidos a la falta de un 
solo nutrimento; lo común es la desnutrición general por baja ingestión de todos los 
componentes de la dieta: carbohidratos, lípidos, proteínas y vitaminas, entre otros. En 
estas circunstancias se afecta de manera grave la economía: la respiración celular, el 
metabolismo de los carbohidratos, de los aminoácidos, entre otros. 


O cuadro clínico 


Correlación clínica: las calorías “vacías” del etanol (alcoholismo y nutrición 
y 


La elaboración y consumo de bebidas alcohólicas es una práctica común en casi todas las culturas. El etanol o alcohol etílico se 
consume en grandes cantidades a través de diversos tipos de bebidas alcohólicas, por lo que no es de extrañar que, en México, el 
alcoholismo y los problemas relacionados con la ingestión de etanol son uno de los principales problemas de salud pública. El 
etanol es una molécula muy energética y puede aportar hasta 7 kcal/gramo de etanol oxidado, cantidad de energía mayor a la que 
aportan los carbohidratos o las proteínas (4.5 kcal/gramo). Así, una lata de cerveza contiene cerca de 12 g de etanol que aportan 82 
kcal; una botella de vino aporta alrededor de 500 kcal y un litro de una bebida destilada como puede ser tequila, ron o brandy, 
aporta 2 240 kcal. Al revisar estas cifras, es fácil entender que un individuo alcohólico puede cubrir todos sus requerimientos 
energéticos a partir de las calorías aportadas sólo por el etanol, y eso explica por qué los alcohólicos pierden el apetito y dejan de 
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comer. De manera paradójica, las calorías aportadas por el etanol se consideran como calorías “vacías”, por el hecho de que sólo 
pueden utilizarse para obtener energía, pero no pueden emplearse en la síntesis de otras biomoléculas que también requieren las 
células (a lo mucho, pueden permitir la síntesis de ácidos grasos saturados). Por ello es habitual que los individuos alcohólicos 
presenten de manera paralela, diversos grados de desnutrición, ya que además, las bebidas alcohólicas tampoco contienen las 
vitaminas y minerales esenciales para el cuerpo. De hecho, la causa más frecuente para el desarrollo del síndrome de Wernicke- 
Korsakoff, es el abuso en el consumo de etanol. Este síndrome se presenta como una consecuencia directa de la falta de tiamina, 
condición muy frecuente observada en pacientes alcohólicos. Este síndrome es una encefalopatía que produce un tipo de demencia 
que se caracteriza por confusión, perdida de la memoria y tendencia a llenarse de confabulaciones o situaciones imaginarias del 
pasado. En etapas avanzadas, el daño cerebral es irreversible y puede incluso, provocar la muerte. 


La desnutrición es uno de los grandes problemas de la humanidad, en especial en los 
países en vías de desarrollo, donde es responsable, de modo indirecto, de las altas cifras 
de mortalidad infantil. 
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Métodos generales de estudio 


Los más importantes en la práctica son los siguientes: 


Análisis de los alimentos. Comprende la determinación de distintos componentes. 
El porcentaje de humedad de un alimento, sustraído de 100, representa el material 
sólido, formado por proteínas, grasas, carbohidratos, vitaminas y minerales, cuyas 
determinaciones se realizan por los métodos específicos descritos en los tratados 
correspondientes. 

Animales de ensayo. Ciertas especies animales son adecuadas para realizar 
determinados estudios: la rata y el perro para los de niacina; la rata para los de la 
vitamina D; el cobayo para estudios de ácido ascórbico, entre otros. Aunque el 
estudio a veces se enfoca a aspectos específicos, como la línea de calcificación 
endocondral de ratas jóvenes deficientes en vitamina D, a menudo son los signos 
generales de desnutrición, como la imposibilidad de ganar peso o la aparición de 
signos cutáneos, los indicadores de las carencias. 

Estudios con microorganismos. El análisis de aminoácidos y vitaminas se realiza 
con alguna técnica microbiológica, consistente en usar cepas microbianas que 
requieren como factor de crecimiento el compuesto en cuestión. 


Existen otras relaciones interesantes entre los microorganismos y las vitaminas; por 
ejemplo, en algunos animales, las bacterias intestinales contribuyen a la síntesis de 
vitaminas; así, en el ser humano parte del requerimiento de biotina, de ácido fólico y de 
vitaminas B42 y K se satisface a partir de la actividad de la flora intestinal o microbioma. 
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Requerimientos nutricionales de los seres humanos 


D 

2 En el cuadro 6-5 se encuentran las recomendaciones dietéticas de la Sección de Alimentos y 
Nutrición del Consejo Nacional de Investigación de EUA. Provienen, en gran parte, de encuestas sobre 
nutrición en grupos de población sanos y normales, en los que se determina la ingestión de nutrimentos; 
de estudios de balance o análisis de tejidos o líquidos corporales; y de estudios clínicos de individuos y 
poblaciones. Una dieta básica aporta todos los nutrimentos necesarios si consiste en una mezcla de 
alimentos variados, entre los que destacan los lácteos y sus derivados, cárnicos, huevo, frutas y 
vegetales, así como cereales. Los principios alimenticios se han estudiado de forma individual en cada 
una de las secciones respectivas. Al inicio de este capítulo, bajo el rubro de metabolismo energético, se 
analizan los requerimientos de calorías y los efectos de su ingestión inadecuada. 


También se consideran los aspectos nutricionales de los lípidos, haciendo hincapié en los 
ácidos grasos “esenciales”, los aspectos relacionados con las proporciones de grasas 
animales y vegetales, los problemas médicos del colesterol y la arterioesclerosis, cetosis y 
otros. Algunos nutrientes como sodio, potasio, magnesio y cloro intervienen de manera 
activa en los procesos relacionados con la fisiología de los líquidos corporales, calcio y 
fósforo contribuyen al sostén de la fase sólida del hueso. Otros elementos guardan 
relación con la hematopoyesis, como el hierro, que participa en la síntesis de 
hemoglobina. La falta de cobre produce anemia microcítica y normocrómica. La 
deficiencia de cobalto observada en rumiantes parece alterar la síntesis de la vitamina 
B¡», de la cual dicho metal forma parte. El manganeso es componente de varias enzimas, 
así como el zinc presente en la anhidrasa carbónica y las alcohol y lactato 
deshidrogenasas, y en la insulina. El importantísimo aspecto de las vitaminas en la 
nutrición se expone en el capítulo 12, donde además se analiza la participación de estas 
moléculas como coenzimas en el metabolismo. 


Cuadro 6-5. Recomendaciones diarias para el consumo de proteínas y vitaminas liposolubles, 


hidrosolubles y nutrimentos inorgánicos, según edad, sexo y estado fisiológico: 


SS 12 3 5 


Niños 0.0a0.5 13 
0.5a1.0 14 375 10 4 10 
la3 16 400 10 6 15 
4a6 24 500 10 7 20 
175 
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7a10 28 700 10 7 30 


Varones l1lal4 45 1 000 10 10 45 
15a18 59 1 000 10 10 65 

19 a24 58 1 000 10 10 70 

25a 50 63 1 000 5 10 80 

51+ 63 1 000 5 10 80 

Mujeres 1l a14 46 800 10 8 45 
15a18 44 800 10 8 55 

19224 46 800 10 8 60 

25a50 50 800 5 8 65 

51+ 50 800 5 8 65 

Embarazadas 60 800 10 10 65 
Lactantes l a 6 meses 65 1300 10 12 65 
7 a 12 meses 62 1200 10 11 65 


1 Estos márgenes se han definido con el fin de ajustarse a las variaciones individuales en personas normales estudiadas en Estados 
Unidos. Las dietas se basan en los alimentos habituales que, además, proporcionan otros nutrimentos cuyas necesidades no se han 
definido con claridad para los seres humanos. 

2 Equivalentes de retinol. 1 equivalente de retinol = 1 mg de retinol o 6 ug de betacaroteno. 

3 En forma de colecalciferol. 10 g de colecalciferol = 400 UI de vitamina D. 

4 Equivalentes de alfatocoferol. 1 mg de alfatocoferol = 1 UI de vitamina E. 


0.3 0.4 2) 0.3 25 0.3 


Niños 0.0a0.5 30 
0.5a 1.0 35 0.4 0.5 6 0.6 25 0.5 
la3 40 0.7 0.8 9 1.0 50 1.7 
4a6 45 0.9 1.1 12 1.1 75 1.0 
7a10 45 1.0 11 13 1.4 100 1.4 
Varones llal4 50 1.3 1.5 17 1.7 150 2.0 
15a18 60 1.5 1.8 20 2.0 200 2.0 
19 a 24 60 1.5 1.7 19 2.0 200 2.0 
25a50 60 IES 1.7 19 2.0 200 2.0 
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Sl 60 12 1.4 15 2.0 200 2.0 


Mujeres lla14 
15a18 60 1.1 1.3 15 LS 180 2.0 
19224 60 1.1 1.3 15 1.6 180 2.0 
25a50 60 1.1 1.3 15 1.6 180 2.0 
Sis 60 1.0 1.2 13 1.6 180 2.0 
Embarazadas 70 1.5 1.6 17 22 400 22 
Lactantes 1 a6 meses 95 1.6 1.8 20 2.1 280 2.6 
7a12 90 1.6 i7 20 2.1 260 2.6 


meses 


3 Equivalente de niacina = 60 mg de triptófano o 1 mg de niacina. 


Niños 0.0 a0.5 
0.5a1.0 600 500 60 10 5 50 15 
la3 800 800 80 10 10 70 20 
4a6 800 800 120 10 10 90 20 
7a10 800 800 170 10 10 120 30 
Varones 1l a14 1200 1 200 270 12 15 150 40 
15a18 1200 1200 400 12 15 150 50 
19224 1200 1200 350 10 15 150 70 
25a50 800 800 350 10 15 150 70 
sli 800 800 350 10 15 150 70 
Mujeres 1al4 1200 1200 280 15 12 150 45 
15418 1200 1200 300 15 12 150 50 
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19 a 24 1200 1200 200 15 12 150 33 


25a 50 800 800 280 15 12 150 55 

51+ 800 800 280 10 12 150 55 

Embarazadas 1 200 1 200 320 30 15 175 65 
Lactantes 1 a6 meses 1200 1200 359 15 19 200 75 
7a12 1 200 1 200 340 15 16 200 1a 


meses 


Adaptada de: National Research Council. Recommended dietary allowances. 10th ed. Washington: National Academy Press, 1989. 
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Función de las proteínas en la nutrición 


Las proteínas ingeridas con la dieta cotidiana son degradadas hasta aminoácidos, los 
cuales entran al organismo e intervienen en dos tipos generales de funciones: síntesis de 
nuevas proteínas y formación de compuestos no proteínicos de importancia fisiológica. 
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Aspectos cualitativos de las proteínas dietéticas 


Es bien conocido el hecho de que el consumo de algunas proteínas permite alcanzar un 
estado de salud normal y, en cambio, otras proteínas no logran conservar la vida del 
animal. Se obtienen resultados distintos con las proteínas de la leche, carne, huevos o 
algunas leguminosas que cuando se administran, como fuente proteínica, ciertos 
vegetales o gelatina procedente del colágeno animal. La diferencia entre las proteínas de 
alta y baja capacidad para sostener las funciones corporales reside en la cantidad y las 
proporciones de los aminoácidos que las integran. De aquí se derivan los conceptos de 
aminoácido esencial o indispensable y aminoácido no esencial, proteína completa y 
proteína incompleta. Los aminoácidos esenciales son los que un organismo no puede 
sintetizar en cantidades suficientes para asegurar su desarrollo adecuado. Por lo tanto, los 
aminoácidos esenciales deben proporcionarse en la dieta; la falta de uno de ellos detiene 
por completo la síntesis de proteínas y causa defectos del crecimiento y hasta la muerte 
de un organismo. Los aminoácidos no esenciales se sintetizan en los tejidos de los 
animales, a condición de que se suministre una fuente adecuada de carbono como los 
carbohidratos o las grasas, y otra de nitrógeno para incorporarlo a los residuos de los 
cetoácidos disponibles. Todos los aminoácidos, esenciales y no esenciales, se necesitan 
para la síntesis de las proteínas propias del organismo; la falta de uno solo de ellos hace 
imposible formarlas. 

Las proteínas completas son las que contienen todos los aminoácidos esenciales en la 
proporción adecuada para sostener el desarrollo normal de un organismo; las proteínas 
incompletas son las que no los poseen en la proporción conveniente (cuadro 6-6). La falta 
de uno de los aminoácidos esenciales hace que se considere incompleta a la proteína 
(figura 6-2). 


Cuadro 6-6. Composición de aminoácidos; comparación entre una proteína completa 
(seroalbúmina) y una proteína incompleta (gelatina) 


Aspartato 68.8 10.9 
Glutamato 11.0 16.5 
Alanina 9.3 6.25 
Arginina* 8.6 5.9 
Cisteína 0 0.3 
Cistina 0.1 6.2 
Fenilalanina* 2.3 6.6 
Glicina 25.5 1.8 
Histidina* 0.7 4.0 
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Hidroxiprolina 
Hidroxilisina 
Isoleucina* 
Leucina* 
Lisina* 
Metionina* 
Prolina 
Serina 
Tirosina 
Treonina* 
Triptófano* 


Valina* 


13.0 


14.2 


D 


Los aminoácidos esenciales están marcados con *, 
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Figura 6-2. Ratas recién destetadas bajo dietas de 18% de caseína o de gelatina. La ratas con dieta de gelatina, 
una proteína incompleta, no ganan peso y mueren poco tiempo después. 
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“Esencialidad” de los aminoácidos 


Los primeros estudios sobre la característica de “esencialidad” o “indispensabilidad” de 
los aminoácidos se efectuaron en la rata blanca. En dicho modelo se encontró que 
algunos aminoácidos se necesitan en cantidades menores en la dieta del animal adulto, 
por lo que a veces, en el animal joven en crecimiento, adquieren características de 
“esencialidad”; el animal sintetiza dichos aminoácidos en cantidades adecuadas para el 
sostén del organismo adulto, pero no logra hacerlo en las cantidades requeridas para el 
crecimiento. 
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Requerimientos de aminoácidos en los seres humanos 
© 

© La mayor parte de las observaciones realizadas sobre el requerimiento de los aminoácidos en los 
seres humanos se ha hecho con la técnica del balance nitrogenado, usando dietas artificiales; en general, 


los requerimientos son parecidos a los de la rata. En el cuadro 6-7 se muestran los aminoácidos esenciales 
para un varón con las cantidades absolutas recomendadas. 


En el caso de los niños, es preciso añadir arginina. Los requerimientos de los 
aminoácidos para el crecimiento o el sostén del balance nitrogenado pueden expresarse 
en forma cuantitativa. Sin embargo, las cifras individuales dependen de las cantidades 
presentes de los otros aminoácidos. En un ejemplo muy burdo, supóngase que una 
proteína, para sintetizarse, requiere la presencia de cuatro aminoácidos, A, B, C y D, en 
la proporción de 40, 25, 20 y 15%, respectivamente. Para formar 10 g diarios de esa 
proteína se necesitan cada día 4, 2.5, 2.0 y 1.5 g en el mismo orden. Ahora bien, si en 
lugar de dar 2.5 g del aminoácido B sólo se administran 1.5 g y los demás no se 
modifican, como los 10 g de proteína requieren 2.5 g de ese aminoácido, con 1.5 sólo se 
forman 6 de los 10 g, lo que implica que ese 1.5 g de B se combina con 2.4 g de A, 1.2 g 
de C y 0.9 g de D. Lo que sobra de los aminoácidos A, C y D, o sea 1.6 g de A, 0.8 g de 
C y 0.6 g de D, no forma proteína y sólo se utiliza como fuente de calorías. Si en estas 
condiciones hipotéticas se aumentara la cantidad de los aminoácidos A, C y D al doble o 
10 veces más, seguiría siendo imposible formar más proteína que los 6 g permitidos por 
el aporte de 1.5 g de B, el cual, en este caso, es el factor limitante. Este concepto puede 
aplicarse a cualquier mezcla de aminoácidos y, en la práctica, dicha situación es la 
obligada con las proteínas de la dieta; a veces, el aminoácido limitante está en muy 
pequeñas cantidades, como el triptófano en la gelatina, o la lisina en la gliadina del trigo. 
En la segunda columna del cuadro 6-7, expresadas en relación con el triptófano, se 
consignan las proporciones más adecuadas de los otros siete aminoácidos esenciales para 
el ser humano. Las proteínas de origen vegetal son deficientes en lisina, triptófano, 
treonina o metionina; las proteínas del trigo o la zeína del maíz son deficientes en lisina. 
Los frijoles, los chícharos (guisantes) y en general las leguminosas son deficientes en 
metionina. Las diferentes proporciones de aminoácidos en las distintas proteínas permiten 
hacer mezclas que compensen las deficiencias individuales. Por ejemplo, la deficiencia de 
lisina del trigo se puede compensar por medio de las leguminosas, que son muy ricas en 
lisina; por otro lado, las leguminosas son deficientes en metionina, pero el trigo tiene un 
exceso relativo de este aminoácido. Otras combinaciones de granos que se complementan 
son el maíz y el frijol (base de la alimentación en Mesoamérica), o el arroz y la soya 
(base de la alimentación en algunos países asiáticos). 


Cuadro 6-7. Requerimientos de aminoácidos para un varón de 70 kg de peso (FAO) 
A AAA AAA) 
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Triptófano 0.280 1 

Histidina 0.700 2.50 
Fenilalanina 1.750 6.25 
Lisina 2.100 7.50 
Treonina 1.050 la 
Valina 1.850 6.50 
Metionina 1.050 375 
Leucina 2.730 9.75 
Isoleucina 1.400 5.00 


Datos calculados a partir de los valores reportados por FAO (2007) Protein and amino acid requirements in human nutrition. 
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Valor biológico de las proteínas 


La digestibilidad de las proteínas es la relación entre la cantidad de proteínas ingeridas y 
la cantidad de proteínas absorbidas. En general, las proteínas, una vez digeridas, se 
absorben por completo. 

La utilización de la proteína representa su capacidad de sintetizar nuevas proteínas 
propias de cada animal; esto representa el valor biológico, que se expresa como sigue: 


Valor biológico = N dietético retenido se 
N dietético absorbido 


Mientras más nitrógeno se retiene en comparación con el absorbido, más alto es el valor 
biológico de la proteína específica. La valoración de las diversas proteínas se hace en 
ratas usando como base de comparación la proteína de huevo entero (cuadro 6-8). 
También es posible expresar el valor nutritivo de una proteína en términos del llamado 
valor químico, obtenido a partir de la concentración de cada aminoácido esencial 
comparado con la presente en la proteína de huevo entero. Los “valores químicos” son 
comparables a los valores biológicos, derivados de estudios de balance nitrogenado o de 
crecimiento en ratas jóvenes, siempre y cuando las proteínas puedan hidrolizarse por 
completo en el tracto digestivo. En caso contrario, el valor biológico estará por debajo de 
los valores químicos porque no es posible liberar todos los aminoácidos presentes en las 
proteínas. Efecto ahorrador de proteínas por la ingestión de carbohidratos y grasas 
cuando la dieta contiene suficiente carbohidrato y grasa, la mayor parte de los 
requerimientos energéticos se obtiene de estas fuentes, y la cantidad de proteína 
degradada con fines energéticos es menor; por lo tanto, la proteína ingerida se utiliza en 
mayor proporción en la síntesis de tejido. Este efecto se denomina ahorro de proteína. 


Cuadro 6-8. Valor biológico de diversas proteínas para ratas en crecimiento (Sahyun) 


Huevo entero 94 Leche cruda 90 
Clara de huevo 83 Lactoalbúmina 48 
Yema de huevo 96 Caseína 37 
Carne de res 76 Queso 69 
Lomo de cerdo 79 
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Trigo entero 67 Maíz entero 60 


Harina blanca 52 Germen de maíz 87 
Pan blanco 45 Arroz blanco 75 
Germen de trigo 75 Cebada 64 


Frijoles 38 Frijol de soya 95 

Guisantes 48 Harina de frijol soya 15 

Cacahuate tostado 56 

Papa 67 Almendra 15 

Col 76 Coco 17 

Semilla de ajonjolí 71 Levadura seca 36 
187 


booksmedicos.org 


Balance de nitrógeno 


Es tan característica la presencia de nitrógeno en las proteínas y, además, su cantidad es 
tan constante (16%) que, desde el punto de vista nutritivo, los términos nitrógeno y 
proteína a menudo se usan de manera indistinta. 

El nitrógeno del alimento representa en gran proporción nitrógeno proteínico. Por otro 
lado, la mayor parte del nitrógeno se excreta a través de la orina como urea, creatinina, 
amoniaco y ácido úrico, entre otros. El nitrógeno de la materia fecal representa, en su 
mayor parte, un producto de descamación intestinal o de la flora bacteriana. En los seres 
humanos se observan excreciones de 1 a 2 g diarios de nitrógeno fecal. 

De la determinación del nitrógeno dietético, urinario y fecal se deriva el concepto de 
balance de nitrógeno. En general, un animal adulto excreta cada día una cantidad de 
nitrógeno igual a la ingerida; el balance de nitrógeno está en equilibrio, o sea que no hay 
diferencia entre lo ingerido y lo excretado. Para hacer el balance de nitrógeno es 
necesario llevar a cabo el análisis cotidiano de muestras de alimentos, orina y materia 
fecal. 

Cuando la ingestión de nitrógeno sobrepasa su excreción, existe un balance nitrogenado 
positivo; esto sucede cuando se genera nuevo tejido como en la época del crecimiento, 
en el embarazo y en la convalecencia de enfermedades causales de pérdida de peso. 

Cuando la excreción del nitrógeno, por vías urinaria y fecal, excede la ingestión 
dietética, hay un balance nitrogenado negativo. Esta situación se presenta en la inanición 
de enfermos del aparato digestivo que absorben muy poco nitrógeno (fístula intestinal 
alta o diarrea profusa), cuando existe gran degradación tisular (enfermedades agotantes, 
infecciones, fiebre, cáncer, entre otros) o cuando las pérdidas son muy abundantes 
(como sucede en madres lactantes que no ingieren la suficiente cantidad de alimentos o 
en enfermos del riñón que excretan cantidades altas de albúmina). 

De manera experimental, se provoca un balance nitrogenado negativo al suprimir 
determinados aminoácidos de la dieta o cuando la fuente de proteína es una proteína 
incompleta, como gelatina, zeína, entre otras. En esta situación, el animal continúa 
degradando su propia proteína con un aumento en la excreción de nitrógeno, es decir, la 
cantidad proporcionada por la proteína incompleta más la proveniente de la degradación 
interna de los tejidos. 
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Influencia de la dieta sobre los elementos de excreción 
del metabolismo proteínico 


En el cuadro 6-9 se observan las diferencias en las distintas formas de nitrógeno y azufre 
urinarios en sujetos que recibieron dietas con cantidades bajas o altas de proteína. En 
ambos casos, la forma principal de excreción del nitrógeno es la urea; otras sustancias 
nitrogenadas, a saber la creatinina, el NH, y el ácido úrico, no muestran variaciones 
cuando se cambia de una dieta a la otra. La creatinina y el ácido úrico son representantes 
típicos del metabolismo endógeno; es decir, provienen de sustancias cuyo metabolismo es 
independiente de la ingestión dietética; por ejemplo, la creatina del músculo, excretada 
como creatinina urinaria, no se modifica por la ingestión mayor o menor de aminoácidos 
de la dieta. 


Cuadro 6-9. Composición de la orina en relación con la ingestión proteínica. (Resultados de 
experimentos de clase) 


N total 20.2 3.2 
N ureico R 1.6 
N de creatinina 0.71 0.58 
N amoniacal 0.59 0.52 
N de ácido úrico 0.21 0.18 
N no determinado 0.99 0.32 
Azufre total (como sulfato) 4.82 0.49 
Sulfato inorgánico 4.05 0.39 
Sulfato etéreo 0.23 0.23 
Sulfato neutro 0.21 0.2 
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Requerimientos cuantitativos de proteínas 


Para los cálculos del requerimiento de proteínas, se acepta por convención que están 
cubiertas las exigencias de carbohidratos y grasas, pues tanto por su efecto de ahorro 
como porque su esqueleto de carbono es necesario para la formación de aminoácidos “no 
esenciales”, es indispensable contar por lo menos con 5 g de carbohidratos por cada 100 
calorías de la dieta para sostener el equilibrio nitrogenado; por ejemplo, en el ayuno total, 
cuando un varón adulto pierde unos 70 g de proteínas (11.0 g de nitrógeno) diarios se 
puede reducir la pérdida a la mitad si se ingieren 100 g diarios de glucosa. 

La necesidad de proteínas (completas) para el ser humano se puede medir a través del 
balance nitrogenado o por la observación del estado de salud. Así, es posible reducir la 
cantidad de proteína hasta llegar a una cifra que origina balance negativo; esto se obtiene 
con 0.25 a 0.30 g de proteína por kilogramo de peso corporal. Sin embargo, cuando un 
individuo se sostiene en estas situaciones marginales de ingestión de nitrógeno, su estado 
de salud es precario y no está en condiciones de enfrentar ciertas emergencias como 
infecciones, traumatismos, entre otros. Las recomendaciones del Consejo Nacional de 
Investigación son de cerca de 1 g de proteína completa por kilogramo de peso para los 
adultos y de 2 g para los niños, por día. 
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Efectos de la deficiencia de proteína 


Numerosas funciones del organismo se alteran en las deficiencias de proteínas: el 
crecimiento se retarda y, en el individuo adulto, la pérdida de peso es característica. En 
nutrición humana no es posible distinguir entre las deficiencias de proteínas puras y las 
deficiencias alimenticias en general. En realidad, como la proteína es más costosa, a 
menudo la carencia de proteína excede la de calorías. Por las mismas razones 
socioeconómicas, con mayor frecuencia faltan las proteínas completas de origen animal o 
de leguminosas, y el individuo consume alimentos con proteínas de bajo valor biológico. 

En niños se refieren dos entidades clínicas por desnutrición proteínica: el kwashiorkor, 
que en bantú significa niño rechazado, y se presenta cuando el niño destetado de manera 
prematura recibe una dieta hipoproteínica; y el marasmo, cuya causa es la alimentación 
hipocalórica e hipoproteínica y se caracteriza por retardo del crecimiento, anemia, 
hipoproteinemia, edema generalizado y alteraciones hepáticas. Las proteínas no se 
almacenan como lo hacen los carbohidratos y las grasas. Sin embargo, existe una 
fracción de proteína llamada lábil, utilizable con facilidad para sintetizar, en casos de 
necesidad, proteínas de gran importancia fisiológica, como la hemoglobina o las proteínas 
plasmáticas. 


e Preguntas de reforzamiento 


1 El cociente respiratorio se define como: 


a) El cociente entre el O2 consumido y el CO2 producido por un individuo. 
b) El producto del O2 consumido y el CO2 producido por un individuo. 
c) El cociente entre el CO) producido y el O2 consumido por un individuo. 


d) El producto del CO2 producido y el O2 consumido por un individuo. 


2 Se dice que el alcohol (etanol) aporta calorías “vacías” porque: 


a) No aportan energía a quien las consume. 
b) No permite la síntesis de otros componentes necesarios para la célula. 
c) Se gastan rápidamente sin poder ser asimiladas. 


d) Se eliminan a través de la orina junto con el alcohol. 


3 La acción dinámica específica o efecto termogénico de los alimentos se refiere a: 


A) Al calor liberado durante el metabolismo de los alimentos. 

b) El gasto de energía requerido por un individuo para metabolizar un alimento. 
C) La energía en forma de calor contenida en un alimento. 

d) A la generación de calor posterior a la oxidación de los alimentos. 


e) A la energía obtenida por un individuo al metabolizar u oxidar un alimento. 
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Á En los pacientes diabéticos no controlados, la perdida de albúmina por la orina ocasiona un balance de nitrógeno: 


a) Positivo. 
b) Neutro. 

C) Negativo. 
dl) Aumentado. 


€) Disminuido. 


5 La gelatina es una fuente de proteínas de baja calidad nutricional porque: 


A) Carece de triptófano. 
b) Tiene un alto contenido de glicina. 
c) No se digere en el estómago. 


d) Es una proteína fibrosa. 


Respuestas: 1. c, 2. b, 3. b, 4. c, 5. a. 
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Las moléculas de la célula 


Capítulo 7. Termodinámica y equilibrio químico 

Capítulo 8. Proteínas: Caracterización fisicoquímica 

Capítulo 9. Plegamiento de Proteínas: Funciones y disfunciones 
Capítulo 10. Cinética enzimática 

Capítulo 11. Regulación y mecanismo de acción de las enzimas 
Capítulo 12. Vitaminas 

Capítulo 13. Química de los carbohidratos 

Capítulo 14. Química de los lípidos 

Capítulo 15. Biomembranas 


Capítulo 16. Señalización y segundos mensajeros 
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a Capítulo 7 
“o Termodinámica 
¿> v y equilibrio químico 


Juan Pablo Pardo Vázquez, María Guadalupe Guerra Sánchez 


+ El sistema y los alrededores 

e Componentes de una reacción química 

e Calor de reacción o entalpía 

e Espontaneidad de las reacciones 

e Entropía 

e Energía libre de Gibbs 

+ Constante de equilibrio 

e AG? y la constante de equilibrio 

e Relación de AG? con AG 

+ El ATP como la moneda energética de la célula 


e a clave 


Í El ser humano es un sistema abierto debido a que a través de sus fronteras —epitelios-, se lleva a cabo el intercambio de calor y 
materia con los alrededores. 


2 El cambio de entalpía (AH) corresponde al calor que se libera o absorbe durante una reacción que ocurre a presión constante. 
3 Una reacción es exotérmica cuando fluye calor del sistema a los alrededores. 


4 Con la energía libre de Gibbs (AG) se puede predecir la dirección de la reacción. En una reacción espontánea o exergónica el AG 
es negativo 


5 La condición estándar se define como aquella en la cual la concentración de reactantes y productos es 1 M. En bioquímica, la 


concentración de los hidrogeniones se fija en 1 x 107 mM. 


6 El ATP participa como donador de grupos fosfato y de energía libre en muchas reacciones. 


Se denomina mapa metabólico a la representación de los cientos de cambios químicos 
que ocurren en las moléculas presentes en las células. El complejo mapa metabólico se 
organiza en segmentos denominados vías metabólicas. La unidad básica de esta red 
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metabólica es la reacción química, de la cual se estudia un conjunto de características 
generales, algunas de tipo termodinámico y otras de tipo cinético, por ejemplo, la forma 
en que se modifica la velocidad de la reacción al cambiar la temperatura, o la rapidez 
característica con que ocurre cada reacción, así como los cambios en su velocidad al 
variar la disponibilidad de los sustratos o los productos, o al cambiar la concentración de 


H* o de otros iones. Asimismo, es importante conocer el efecto de la adición de 
moléculas que aceleren la reacción (activadores) o la frenen (inhibidores). En este 
capítulo se revisarán las características termodinámicas que se anotan a continuación: a) 
primero, se desea saber si la reacción es espontánea en uno u otro sentido y, si es 
reversible, determinar cuál es la situación de equilibrio, y b) de especial interés será 
conocer si al efectuarse la reacción hay cambios de calor, porque se absorba o se libere, 
y desde luego, si la reacción es capaz de efectuar un trabajo y su contribución al orden 
imperante (entropía) en una célula y el universo. Los indicadores antes señalados —calor, 
trabajo y entropía- son parte esencial de los cambios que suceden al ocurrir cualquier 
reacción química y se les estudia de forma global como los cambios de energía de las 
reacciones químicas. En la parte final del capítulo se estudian las propiedades 
estructurales del ATP, que hacen de esta molécula la moneda energética de la célula. 
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El sistema y los alrededores 


La termodinámica es la parte de la física que estudia los cambios de energía en la 
naturaleza. Para la termodinámica, el sistema es la parte del universo que es objeto de 
estudio. El sistema puede ser una célula, un organismo o una mezcla de reacción en un 
tubo de ensayo. Los sistemas se clasifican con base en las fronteras o límites que los 
separan de los alrededores. Un sistema abierto es aquel cuyas fronteras permiten el 
intercambio de calor y de masa. Un ejemplo de este tipo de sistema es el ser humano, ya 
que, a través de sus epitelios (piel, pulmón, intestino), hay un flujo constante de calor y 
de moléculas de agua, glucosa, dióxido de carbono y de muchas otras más con el 
ambiente. El sistema cerrado permite el flujo de calor, pero no de masa; una lata de 
conservas es un buen ejemplo: se puede calentar o enfriar, pero no admite el intercambio 
de masa, a menos que se rompa el recipiente. Por último, en un sistema aislado no hay 
flujo de calor ni flujo de materia. Un ejemplo que ilustra lo anterior es el caso del termo, 
que se usa para guardar líquidos calientes o fríos que mantienen su temperatura por 
tiempo prolongado, debido a que no hay intercambio de calor entre el interior y el 
exterior del termo. 
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Componentes de una reacción química 


Suponga que se tiene una reacción en la que entran dos reactantes (A y B) y salen dos 
productos (C y D); se considera irreversible si se lleva a cabo en un solo sentido, y 
reversible si, a partir de C y D pueden formarse los reactantes A y B. La reversibilidad de 
una reacción se indica con dos flechas en sentidos opuestos que conectan los reactantes 
con los productos. 


A+BS C+D 


En una reacción química, los componentes a la izquierda de las flechas se denominan 
reactantes, o sustratos cuando la reacción está catalizada por una enzima, y los 
componentes a la derecha de las flechas se denominan productos. Además, se considera 
un sistema cerrado, por lo que se permite el flujo de calor, pero no de masa. Es decir, la 
masa total del sistema, que corresponde a la suma de las masas de A, B, C y D, es 
constante. Para apreciar el flujo de calor en dichas reacciones es indispensable 
proporcionar información sobre las condiciones en que se realizan. Así, deben indicarse 
los siguientes datos al inicio y al final de la reacción: concentración de los reactantes y 
productos, presión y temperatura. Por convención, se denominan condiciones estándar 
de una reacción cuando la concentración de reactantes y productos es 1 M, la presión es 
de una atmósfera (1 atm) y la temperatura de 25 °C (298 K). En caso de que los 
protones participen en la reacción, en bioquímica se establece que el pH debe ser igual a 
7.0. 
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Calor de reacción o entalpía 


En función de los cambios de calor pueden definirse dos tipos de reacciones. Las 
endotérmicas, en las cuales el sistema absorbe calor de los alrededores y el cambio de 
entalpía es positivo. Esto se debe a que el contenido de entalpía de los reactantes es 
menor que el de los productos (figura 7-1), por lo que al transformarse los reactantes a 
productos el sistema absorbe calor. En las reacciones exotérmicas se libera calor a los 
alrededores y el cambio de entalpía tiene signo negativo. En este caso, la entalpía de los 
reactantes es mayor que la de los productos y esta diferencia es la que se libera en forma 
de calor cuando la reacción se lleva a cabo (figura 7-2). El cambio de entalpía (AH) 
representa la cantidad de calor que se libera o se absorbe en una reacción a presión 
constante. Si la reacción se realiza en condiciones estándar, se obtiene el cambio de 
entalpía estándar (AH?). El cambio de entalpía está dado por la siguiente ecuación: 


AH = 2Hbrod — 2Hreact 
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Figura 7-1. Gráfica de la entalpía (H) contra el progreso de la reacción para una reacción endotérmica. Hi, 
entalpía inicial; Hf, entalpía final. Se observa que los reactantes A y B tienen menor entalpía que los productos C y 
D, por lo que el sistema absorbe calor durante la reacción. 
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Figura 7-2. Gráfica de la entalpía (H) contra el progreso de la reacción para una reacción exotérmica. Hi, entalpía 
inicial; Hf, entalpía final. Se observa que los reactantes A y B tienen mayor entalpía que los productos C y D, por 
lo que el sistema libera calor durante la reacción. 


en donde 2Hprog es la suma de las entalpías de los productos y XH;eact la suma de las 
entalpías de los reactantes. Aunque en la ecuación se consideran los valores absolutos de 
entalpía (H), es importante mencionar que éstos no pueden obtenerse de manera 
experimental ni teórica, pero sí puede obtenerse, por métodos calorimétricos, el cambio 


de entalpía (AH), es decir, la diferencia que existe entre el contenido de entalpía de los 
productos y los reactantes. 
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Espontaneidad de las reacciones 


Uno de los aspectos de mayor interés en cada reacción química es saber si ocurre de 
manera espontánea. O, mejor aún, obtener los indicadores generales sobre la 
espontaneidad de las reacciones. Por experiencia se sabe que los procesos naturales 
ocurren de modo espontáneo en un solo sentido. Algunos ejemplos sencillos de esta ley 
natural incluyen el flujo del agua de las regiones de mayor altura a las regiones bajas, la 
oxidación de la glucosa a dióxido de carbono y agua, y la disolución de los cristales de sal 
(NaCl) en agua. En ninguno de estos ejemplos se ha informado que, en forma 
espontánea, sin que se introduzca energía al sistema, el agua fluya hacia las regiones 
altas, se forme glucosa a partir de CO) y H20, o que los iones sodio y cloro se junten 
para obtener los cristales de NaCl dentro del agua. En una primera aproximación puede 
proponerse al AH como criterio de espontaneidad y plantearse que las reacciones que 
liberan calor (exotérmicas) son espontáneas mientras que las que necesitan tomar calor 
de los alrededores (endotérmicas) no se llevan a cabo. Sin embargo, se ha demostrado de 
modo experimental que el AH no es un buen criterio de espontaneidad, ya que hay 
reacciones espontáneas con AH positivo. Tal es el caso de la disolución de urea en agua. 
Por consiguiente, se requiere más información para definir la espontaneidad de las 
reacciones. 
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Entropía 


La entropía es una propiedad relacionada con el orden del sistema. El significado de ésta 
puede comprenderse de una manera intuitiva si se consideran dos sistemas, uno de ellos 
en estado cristalino y el otro en estado gaseoso. Las moléculas que forman parte del 
cristal están más ordenadas que las de un gas. En estado gaseoso, la pared del recipiente 
es la única limitación que tienen las moléculas para moverse, de manera que pueden 
ocupar cualquier sitio dentro del recipiente. Por lo tanto, no es posible definir la posición 
de una molécula en un instante preciso; así, este sistema tiene una gran entropía. En el 
otro extremo se encuentran las moléculas o iones de un cristal, que ocupan lugares fijos 
dentro de la retícula de éste. La posición de cada una de estas partículas está bien 
definida, por lo que la entropía es pequeña. Asimismo, existe una relación inversa entre el 
orden del sistema y su entropía: a mayor orden, el contenido de entropía es menor y 
viceversa. Para una reacción química, el cambio de entropía (AS) está dado por la 
siguiente ecuación: 


y 2Sorod — 2Sreact 


en donde 2S prog es la suma de las entropías de los productos, y XS,eact la suma de las 
entropías de los reactantes. Conforme a la segunda ley de la termodinámica, la entropía 
del universo crece con cada proceso que se lleva a cabo en forma irreversible. Esto, a su 
vez, implica que el AS del universo (ASuniverso = ASsistema + ASalrededores) Siempre es 
positivo. Obsérvese que puede darse el caso de que la entropía del sistema disminuya 
(ASsistema Negativo). Sin embargo, si el proceso es espontáneo, la disminución de la 
entropía del sistema se compensa con un mayor incremento de la entropía en los 
alrededores (ASatrededores positivo), de lo que resulta un aumento neto de la entropía del 
universo (AS universo positivo). Aún más, dentro del mismo sistema puede ocurrir que 
algunos de sus componentes pierdan entropía, mientras que otros la ganen. En principio, 
esta función termodinámica podría ser un buen indicador de la espontaneidad de una 
reacción. Sin embargo, existe la gran dificultad de medir la entropía del universo, y no 
sólo la del sistema, para decidir si una reacción es o no espontánea. Una vez más, se 
necesita más información para ello. 
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Energía libre de Gibbs 


Dadas las dificultades prácticas anotadas, se definió otra propiedad de las reacciones, la 
energía libre de Gibbs (o sólo energía libre), que sólo toma en cuenta los cambios de 
entalpía y entropía del sistema, y que representa un criterio medible de la espontaneidad 
de las reacciones. El cambio de energía libre de cualquier reacción está dado por las 
siguientes ecuaciones: 


AG =AH — TAS 
AG =2G prod 2G react 


en donde AH es el cambio de entalpía de la reacción, AS el cambio de entropía, T la 
temperatura absoluta en kelvins, 2Gprog la suma de las energías libres de los productos y 
2Greací la suma de las energías libres de los reactantes. Nótese que el valor de energía 
libre, AG, depende de un factor entálpico, AH, al cual se le resta un factor entrópico, AS, 
multiplicado por la temperatura absoluta. Para que una reacción sea espontánea habrá de 
liberarse energía libre, lo cual se indica con un AG negativo. Según este criterio, una 
reacción es espontánea cuando la energía libre de los reactantes es mayor que la de los 
productos (figura 7-3) y entonces la energía libre que se libera puede ser utilizada para 
realizar trabajo de tipo biosintético, osmótico o mecánico. A estas reacciones se les llama 
exergónicas. El cuadro 7-1 muestra que puede obtenerse un AG negativo si el AH de la 
reacción es grande y negativo, a pesar de que el sistema sufra un proceso de 
ordenamiento (AS negativo). Asimismo, un AS grande y positivo conduce a un AG 
negativo, aun si el AH de la reacción es positivo (reacción endotérmica). Cuando el AG 
de la reacción es positivo, la reacción no es espontánea y la energía libre de los reactantes 
es menor que la de los productos (figura 7-4). La reacción se describe como endergónica 
y, para lograr la transformación de reactantes en productos, se debe aportar energía libre 
al sistema. Un valor positivo de AG se obtiene cuando el AH de la reacción es muy 
grande y positivo o el AS es grande y negativo (cuadro 7-1). El cuadro 7-1 resume estas 
consideraciones. Una reacción es exotérmica cuando libera calor y su AH es negativo, y 
es endotérmica cuando absorbe calor de los alrededores y su AH es positivo. Una 
reacción es exergónica (espontánea) cuando libera energía libre y su AG es negativo, 
mientras que es endergónica cuando no se lleva a cabo en el sentido propuesto y su AG 
es positivo. 
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Figura 7-3. Gráfica de la energía libre (G) contra el progreso de la reacción para una reacción exergónica. Gi, 
energía libre inicial; Gf, energía libre final. Se observa que los reactantes A y B tienen mayor energía libre que los 
productos C y D, por lo que la reacción se lleva a cabo en el sentido A+ B —> C + D. 


Cuadro 7-1. Relación entre la energía libre de Gibbs (AG), la entalpía (AH) y la entropía (AS) 
de una reacción. Para obtener el resultado del AG se utilizó la siguiente fórmula: AG= AH — 


TAS 
Negativo Positivo Negativo Espontánea 
Grande y negativo Negativo Negativo Espontánea 
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Espontánea 


Positivo Grande y positivo Negativo 

Positivo Negativo Positivo No espontánea 

Grande y positivo Positivo Positivo No espontánea 
Positivo No espontánea 


Negativo Grande y negativo 
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Figura 7-4. Gráfica de la energía libre (G) contra el progreso de la reacción para una reacción endergónica. Gi, 
energía libre inicial; Gf, energía libre final. Se observa que los productos C y D tienen mayor energía libre que los 
reactantes A y B, por lo que la reacción se lleva a cabo en el sentido C + D — A+ B. 
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Constante de equilibrio 


Existe un gran número de reacciones en que, al mismo tiempo que se lleva a cabo la 
reacción en un sentido (A + B > C + D), con una velocidad que depende de la 
concentración de A y B, se produce la reacción en el otro sentido (C + D —> A + B), con 
una velocidad que está determinada por la concentración de C y D. En estos casos, el 
sistema, después de cierto tiempo, llega a una situación en la cual las concentraciones de 
A, B, C y D se mantien en constantes con respecto al tiempo. En esta condición, la 
velocidad con que desaparecen A y B para dar lugar a la formación de C y D es la misma 
que la velocidad con que aparecen A y B a partir de C y D. Por consiguiente, se dice que 
el sistema ha llegado al equilibrio y se define la constante: 


_ leg [Die 
e1 = TAka Bleo 


en donde [C]eg; [D]eq; [A]eg [Blog son las concentraciones de los productos y reactantes 
en el equilibrio. Ahora bien, cuanto más grande sea el valor de esta constante, la 
concentración de los productos en el equilibrio será mucho mayor que la de los 
reactantes. A su vez, esto indica que, desde un punto de vista energético, los productos 
son más estables que los reactantes. 
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AG? y la constante de equilibrio 


Existe una relación importante entre la constante de equilibrio y el cambio de energía 
libre de Gibbs estándar de una reacción: 


AG” = —RT In Keq 


en donde R es la constante universal de los gases y tiene un valor de 1.987 cal mol! K£, 
T es la temperatura absoluta en kelvins y In se refiere al logaritmo natural o base e. De 
esta forma, al conocer el valor de la constante de equilibrio, es posible calcular el cambio 
de energía libre en condiciones estándares y viceversa. 


AGO 
Keq =Q RT 


Los valores de AG” de muchas reacciones químicas se han determinado de modo 
experimental y se encuentran en un buen número de obras de texto y de consulta. 
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Relación de AG? con AG 


Un asunto de enorme interés práctico es la relación matemática entre el cambio de 
energía libre estándar, AG”, y el cambio de energía libre de la misma reacción en 
condiciones no estándares, AG, por ejemplo, en las condiciones presentes en la célula de 
un mamífero. Dicha relación es la siguiente: 


[C][D] 
= AG* + RT In ————— 
AG G° + n AJ[B] 


Los valores de [C], [D], [A] y [B] son las concentraciones de productos y reactantes en 
las condiciones actuales del experimento o dentro de la célula; R es la constante universal 
de los gases; T, la temperatura absoluta, y el valor de AG” puede obtenerse de la 
bibliografía existente, o bien en forma experimental. De esta manera, al medir la 
concentración actual de productos y reactantes podrá calcularse el valor de AG y, por lo 
tanto, decidirse sobre la espontaneidad de una reacción en condiciones diferentes de las 
estándares. De enorme importancia es el hecho que muestra la ecuación anterior: al 
variar la concentración de reactantes o productos se puede lograr que la reacción se dirija 
de manera espontánea hacia uno u otro lados. Para poder evidenciarlo con un ejemplo se 
requiere, en primer lugar, fijar el valor de la constante de equilibrio de la reacción, que 
para el caso incluido en el cuadro 7-2, Keq = 5. A partir de dicho valor y a 298 K se 
calcula AG?, que es igual a -0.96 kcal/mol. Si ahora se hacen experimentos en donde la 
concentración de reactantes es mayor que la de los productos (100/1), AG es negativo, 
por lo que la reacción es espontánea en el sentido A+ B —> C + D. Si ahora la relación 
de productos a reactantes toma el valor de la constante de equilibrio, que en este ejemplo 
es de 5, la reacción se encuentra en equilibrio y AG es cero. Por último, cuando la 
relación de productos a reactantes es mayor que la constante de equilibrio (100/1), AG es 
positivo y la reacción ocurre en el sentido C + D — A+B. 


Cuadro 7-2. Efecto de la concentración de los reactantes (A y B) y los productos (C y D) sobre 
la espontaneidad de una reacción química (constante de equilibrio = 5) 


100/1 Negativo (—3.7 kcal/mol) Espontánea en el sentido 
A+B>C+D 
1/1 Negativo (-0.96 kcal/mol) Espontánea en el sentido 
A+B>C+D 
1/5 Cero (0.0 kcal/mol) La reacción está en equilibrio 
1/100 Positivo (+1.78 kcal/mol) Espontánea en el sentido 
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C+D>A+B 
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El ATP como la moneda energética de la célula 


Función del ATP en el metabolismo 

La función del ATP en el metabolismo celular es fundamental, debido a su tendencia a 
ceder el grupo fosfato y al hecho de que la mayoría de las enzimas que participan en 
reacciones que requieren energía utilizan esta molécula como sustrato. El ATP se 
sintetiza en la glucólisis mediante un proceso conocido como fosforilación a nivel de 
sustrato. Sin embargo, es en la mitocondria donde se realiza la mayor síntesis de ATP por 
medio de la fosforilación oxidativa. A su vez, el ATP se utiliza para realizar trabajo 
biosintético, osmótico y mecánico (figura 7-5). 


Moléculas 
de combustible 


DN 


Trabajo 
mecánico 


Trabajo de 


Respiración 
transporte 


CO, + H30 


ADP + Pi 


Figura 7-5. Relación entre el flujo de energía en las células y el ciclo del ATP-ADP. La energía química del ATP 
se utiliza para realizar trabajo de tipo biosintético, mecánico y osmótico. El ADP que se forma en estas reacciones 
se dirige hacia la síntesis de ATP en el proceso de la respiración. 


Estructura del ATP 


El trifosfato de adenosina se encuentra en todas las células, sean eucarióticas O 
procarióticas. De manera estructural está formado por una adenina, una D-ribosa y tres 
grupos fosfato. El nitrógeno 9 de la adenina se une al carbono 1 de la D-ribosa por medio 
de un enlace N-glucosídico, y el grupo fosfato se une al carbono 5 de la D-ribosa a través 
de un enlace éster (figura 7-6). A pH 7, tres grupos se encuentran desprotonados, por lo 
que la carga neta del ATP es de -3. Sin embargo, el citosol de las células también 
contiene concentraciones altas de magnesio (1 a 5 mM) que favorecen la formación del 
complejo MgATP con carga de -2 (figura 7-7). 
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Figura 7-6. Estructura química del trifosfato de adenosina (ATP). 


212 
booksmedicos.org 


A O O O O O 

ll Il Il ] Il 

Ny- A Op A SS Oa pao 
| | | | | | 


O O O O O O 
Mg?* 
ATP*- MgATP?- 
p O O O O 
Il ll Il Il 
Ado- O—P— O — P— O- +Mg?** s AJO LORO PROS 
| | | | 
O O O O 
Mg? 
ADP*> MQATP* 
[o 0) (0) 
Il Il 
HO — P— O-+ Mg?* S HO — P— O- 
| A 
o- O”--Mg?* 
Ortofosfato MgHPO, 


Figura 7-7. Formación de los complejos entre el A) ATP y el Mg?*, B) ADP y Mg?*, C) fosfato y Mg?*. 


El ATP es un compuesto de alta energía 


La hidrólisis de ATP* o del complejo MgAT P? es una reacción que genera calor 
(reacción exotérmica, AH” negativo) y energía libre (reacción exergónica, AG” negativo). 
Los productos de la reacción son ADP y fosfato inorgánico. El valor del AG” depende 
tanto del pH del medio como de la concentración de magnesio. Esto se debe a que el 
grado de protonación de los reactantes (ATP) y de los productos (ADP y P1) es función 


del pH. Asimismo, como se indica en la figura 7-7, el Mg?* puede unirse al ATP, al ADP y 


al fosfato para formar los respectivos complejos MgAT PZ, MgADP” y MgPi, cuya 
concentración depende de la concentración de magnesio. A pH 7 y con una 
concentración de magnesio en exceso, el AG” de la hidrólisis del ATP en condiciones 
estándar es de -7.3 kcal/mol. La constante de equilibrio para la reacción de hidrólisis del 
ATP es muy grande (Keq = 200 000), por lo que si el sistema estuviera en equilibrio, la 
concentración de ADP y Pi sería miles de veces mayor que la de ATP. Por lo tanto, 
dentro de la célula, en donde las concentraciones de ATP, ADP y Pi son semejantes, el 
sistema se encuentra muy alejado del equilibrio, y la tendencia termodinámica del ATP es 
la de hidrolizarse y liberar una gran cantidad de energía libre. Esta inestabilidad relativa 
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del ATP se debe a tres propiedades estructurales: a) la repulsión electrostática entre las 
cargas negativas de los grupos fosfato del ATP favorece la hidrólisis; b) los productos de 
hidrólisis, el ADP y el Pi, se solvatan más que el ATP, por lo que se estabilizan mucho 
más; c) los productos también tienen más formas de resonancia que el ATP, lo cual 
conduce a una mayor estabilidad de ADP y Pi frente al ATP. La suma de estos tres 
factores se expresa en una muy fuerte tendencia del ATP a hidrolizarse. Al comparar el 
AG? de hidrólisis del ATP con el de otros compuestos fosforilados (cuadro 7-3), se observa 
que éste tiene una posición central en la escala termodinámica de la lista. Existen varios 
compuestos que al hidrolizarse liberan mucho más energía libre que el ATP, por lo que 
pueden utilizarse en la síntesis de este compuesto a través de un proceso de fosforilación 
a nivel de sustrato, como ocurre en dos reacciones de la glucólisis. Entre estos 
compuestos de más alta energía de hidrólisis se encuentran el fosfoenolpiruvato, 
carbamilfosfato, 1,3-bisfosfoglicerato, creatinfosfato y argininfosfato. De forma 
arbitraria, se establece que todas las sustancias que tengan AG” de hidrólisis mayor o 
igual que el del ATP son de alta energía, mientras que las que están por debajo de este 
valor son de baja energía. Esta convención tiene importancia porque está ligada a la 
capacidad de estos compuestos de alta energía de transferir su grupo fosfato. Cuanto 
mayor sea este potencial de transferencia, tanto mayor será la tendencia de una molécula 
a ceder su grupo fosfato. En términos cuantitativos, el valor del potencial de transferencia 
del grupo fosfato se relaciona con el AG” de hidrólisis, ya que esta última reacción 
consiste en la transferencia del grupo fosfato a una molécula de agua. Así, si el valor del 
AG? de hidrólisis es de -7.3 kcal/mol, el valor del potencial de transferencia del grupo 
fosfato es de 7.3 (cuadro 7-3) 


Cuadro 7-3. Energía libre estándar de hidrólisis y potenciales de transferencia del grupo 
fosfato para algunos metabolitos 


Fosfoenolpiruvato, pH 7.0 14.8 14.8 
Carbamilfosfato, pH 9.5 -12,3 12.3 
1,3-bisfosfoglicerato, pH 6.9 11.8 11.8 
Acetilfostato, pH 7.0 -11.2 11.2 
Carnitinfosfato, pH 7.0 -10.3 10.3 
Argininfosfato, pH 8.0, con exceso de M2* S 7.6 
ATP > AMP + PPi, pH 7.0, con exceso de -7.6 7.6 
M2” 

ATP > ADP + Pi, pH 7.0, 37 °C, con exceso de -7.3 7.3 
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Mg2* 


Pirofosfato, pH 7.0, 5 mM de Mg?" 4.5 4.5 
Glucosa 1-fosfato, pH 7.0, 25 °C —5.0 5.0 
Glucosa-6-fosfato, pH 7.0, 25 °C 3.3 3.3 
Glicerol 3-fosfato, pH 8.5, 28 °C —2.2 22 


El ATP puede ceder su grupo fosfato a otras moléculas 


Al principio de este capítulo se vio que existen reacciones espontáneas (exergónicas), en 
las cuales se desprende energía libre. La hidrólisis del ATP pertenece a esta clase de 
reacciones, con un AG? de hidrólisis de -7.3 kcal/mol. Además, existen las reacciones 
endergónicas, con un AG? positivo, que no pueden llevarse a cabo a menos que exista un 
aporte de energía libre. Un ejemplo es la fosforilación de la glucosa, con un AG” de +3.3 
kcal/mol. En el otro sentido, la reacción corresponde a la hidrólisis de la glucosa-6- 
fosfato, con un AG” de -3.3 kcal/mol. Esto significa que si una reacción no es 
espontánea en un sentido (A — B), lo es en el otro sentido (B — A). Aún más, cuando la 
reacción se lleva a cabo en condiciones de reversibilidad, la energía libre que se necesita 
aportar al sistema para que se lleve a cabo es la misma que se libera cuando la reacción 
se realiza en el sentido en que es espontánea. Ahora bien, como está escrita la reacción 
de la fosforilación de la glucosa, no puede llevarse a cabo, ya que su AG? es positivo. 
Por lo tanto, necesita un aporte de energía libre, y es aquí donde aparece la molécula de 
ATP, la cual, al hidrolizarse, libera 7.3 kcal/mol. Parte de esta energía (3.3 kcal/mol) se 
utiliza para la formación de la glucosa-6-fosfato, mientras que el resto se disipa en forma 
de calor. Este proceso puede representarse como la suma de dos reacciones químicas: 


ATP + HO  —>ADP + Pi AG? = -7.3 kcal 
Glucosa + Pi — glucosa 6P + H,O AG” = +3,3 kcal 
ATP + glucosa — glucosa 6P + ADP AG” = -4.0 kcal 


Como puede notarse, el fosfato que se encuentra en el lado izquierdo de una de las 
ecuaciones se anula con el que está en el lado derecho. Lo mismo ocurre con el agua. La 
suma de las dos ecuaciones da lugar a una tercera, que corresponde a la transferencia del 
fosfato del ATP al carbono 6 de la glucosa. El AG? de esta reacción es negativo y es igual 
a la suma de los AG? de las reacciones individuales. Para que ocurra este acoplamiento 
entre dos reacciones, una de ellas exergónica y la otra endergónica, se requiere de una 
enzima que inmovilice y aproxime los sustratos de la reacción (ATP y glucosa) en la 
orientación adecuada. La probabilidad de que ocurra esta transferencia en ausencia de la 
enzima es prácticamente nula. 
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e Preguntas de reforzamiento 


1 Describa los flujos de calor y materia en los tres tipos de sistemas termodinámicos: abierto, cerrado y adiabático. 
2 ¿Cuáles son las condiciones estándar para una reacción química, por ejemplo, A+ B =C +D? 
3 ¿Qué significa que una reacción sea exotérmica, endotérmica, exergónica o endergónica? 


4 Se obtuvo experimentalmente que la constante de equilibrio para la reacción A = B era de 10. Si se inicia con una concentración 
de A de 10 mM, ¿cuáles serían las concentraciones del reactante (A) y del producto (B) en el equilibrio? 


5 Para la reacción anterior, con una constante de equilibrio de 10, calcule el AGO de la reacción (utilice la ecuación que relaciona el 


AG? con la constante de equilibrio, Keq y tome la temperatura de 25%C). El valor de la constante universal de los gases ideales es 
de 1.987 cal/(mol*K). 


Respuestas: 4. A=0.909 mM y B= 9.091 mM, 5. 0.593 kcal/mol. 
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Capítulo 8 


o Aminoácidos y proteinas 


Daniel Alejandro Fernández Velasco, Mariana Peimbert Torres 


e Las proteínas y las funciones celulares 

e Proteínas: polímeros de ori nético con conformación espacial definida 
e Proteínas: cadenas de L-aminoácidos 

e Proteínas: cadenas de aminoácidos unidos mediante enlaces peptídicos 

e Purificación de proteínas 

e Conformación nativa de las proteínas 

e Determinación de la estructura tridimensional de las proteínas 

e Estructura de las proteínas en niveles 

e Propiedades dinámicas y fluctuaciones temporales de las proteínas 

e Evolución molecular y comparación de secuencias 


o clave 


Í Las interacciones no covalentes son determinantes de la estabilidad de la conformación nativa y de la afinidad de las proteínas 
por sus ligandos. 


2 El interior de las proteínas es muy compacto, los átomos están en contacto entre sí a una distancia similar al radio de van der 
Waals. 


3 Los aminoácidos con carga negativa (Glu y Asp) pueden formar puentes salinos con aquellos que tienen carga positiva (Lys y 
Arg). 


4 En las proteínas se forman muchos puentes de hidrógeno entre grupos polares, tanto en el esqueleto como en las cadenas 
laterales. 


5 Los aminoácidos hidrofóbicos suelen agruparse entre sí al interior de las proteínas. 
6 La estructura primaria o covalente, está determinada por la secuencia de aminoácidos y la posición de los puentes disulfuro. 


7 En los elementos de estructura secundaria, hélices a y hojas f, se forman puentes de hidrógeno entre las amidas y carbonilos del 
esqueleto polipeptídico. 


8 La estructura terciaria se da por la interacción entre elementos de estructura secundaria, formando dominios compactos. 


9 La estructura cuaternaria se observa en aquellas proteínas cuyo estado nativo requiere la asociación de dos o más proteínas. 


27. 
booksmedicos.org 


Las proteínas y las funciones celulares 


La diversidad de funciones que hacen posible la vida requiere la acción de las proteínas, 
biomoléculas que intervienen en todas las propiedades que caracterizan a los seres vivos. 
Son las macromoléculas intracelulares más abundantes y se encuentran en todos los 
compartimientos de las células. Todas las reacciones que involucran transacciones de 
energía requieren la acción de las proteínas; gracias a ellas, los seres vivos son capaces 
de producir miles de moléculas diferentes a partir de fotones solares, elementos y 
compuestos sencillos como O», N2, H20, NH3, CO, y glucosa. Cada una de estas 
moléculas se sintetiza en el momento preciso y en la cantidad adecuada para que las 
células se adapten a las condiciones ambientales y se reproduzcan. En este capítulo se 
revisan las características fisicoquímicas de las proteínas y se presentan ejemplos de la 
manera en que las propiedades moleculares permiten que las proteínas lleven a cabo gran 
número de funciones. 

Las formas de vida en este planeta recurren a una gran variedad de reacciones 
químicas para obtener y utilizar la energía contenida en los enlaces de las moléculas. En 
ausencia de un catalizador, estas reacciones proceden a una velocidad inferior a la 
necesaria para cumplir con los requerimientos celulares; sin embargo, dentro de las 
células un tipo particular de proteínas, las enzimas, aceleran estas reacciones químicas 
para que se lleven a cabo a una velocidad compatible con las necesidades celulares. 
Además de acelerar las transformaciones químicas, las proteínas también transportan y 
regulan el flujo de moléculas y electrones a través de las membranas; de esta manera 
hacen posible la transmisión de información entre células y órganos. El cometido de otras 
proteínas es estructural: determinan la estructura celular y la extracelular, y forman, por 
ejemplo, cabellos y tendones. El sistema inmunitario produce otro tipo particular de 
proteínas, los anticuerpos, capaces de distinguir las moléculas propias de las ajenas. 
Además, las proteínas controlan la expresión de las actividades celulares mediante su 
unión a secuencias específicas del DNA. Son también los componentes principales de los 
músculos y de otros sistemas capaces de transformar la energía química de los alimentos 
en trabajo mecánico. Por último, las proteínas forman parte de los sensores que nos 
permiten ver, oír y degustar. A continuación se analizan las características moleculares 
que permiten a las proteínas llevar a cabo infinidad de funciones. 
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Proteínas: polímeros de origen genético con 
conformación espacial definida 


Cada célula puede contener miles de proteínas diferentes cuya concentración depende de 
su función. Los seres humanos son capaces de sintetizar alrededor de 50 000 proteínas 
distintas, sólo una pequeña fracción de ellas se ha estudiado. La información necesaria 
para construir todas y cada una de estas cadenas se encuentra en el material genético de 
las células, el DNA. La información contenida en el DNA es transformada por proteínas 
y ribosomas en la secuencia de aminoácidos de las proteínas. En este capítulo se analizan 
las propiedades de estas cadenas después de su síntesis. 
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Proteínas: cadenas de L-aminoácidos 


Las proteínas son polímeros lineales de aminoácidos unidos entre sí mediante enlaces 
peptídicos. Hay un gran número de aminoácidos en la naturaleza; cientos de ellos son de 
origen biológico; sin embargo, sólo 20 se utilizan durante la síntesis de proteínas de todos 
los seres vivos. Estos 20 aminoácidos presentan la misma estructura general (figura 8-1). 
Todos los aminoácidos contienen grupos lonizables, por lo que, al variar la acidez de la 
solución, se observan diferentes especies iónicas cuya carga neta varía con el pH. El 
carbono a (Ca) de los aminoácidos está unido a tres sustituyentes comunes: un grupo 
carboxilo (-COOH), con pKa cercano a 2; un grupo amino, básico (-NH>), con pKa 
cercano a 9.5; y un átomo de hidrógeno. El cuarto sustituyente del Ca, llamado cadena 
lateral (R en la figura 8-1), determina la identidad del aminoácido. La variedad de formas, 
volúmenes y propiedades químicas de las 20 cadenas laterales se detalla más adelante. 
Los aminoácidos son iones dipolares o zwitteriones, ya que en una especie iónica dada 
coexisten cargas positivas y negativas (figura 8-1). Hay un valor particular de pH, llamado 
punto isoeléctrico (pI), en el que la carga neta del aminoácido es cero. El Ca de los 
aminoácidos es quiral (del griego cheir que significa mano), ya que sus cuatro 
sustituyentes pueden adoptar dos configuraciones espaciales diferentes, llamadas 
enantiómeros (figura 8-2). Cada par de enantiómeros presenta características químicas 
iguales; sin embargo, al colocarlas frente a un haz de luz polarizada, las dos 
configuraciones desvían la luz en sentidos opuestos. 


COOH H* coo” H+ coo. 
| | | 
+ + 
H¿N — Ca— H A Hg¿N — Ca— H E HN — Ca — H 


R pk=2 H* R pK=9.5 H* R 


Neutro Alcalino 


Figura 8-1. Especies iónicas de los aminoácidos al variar el pH. R representa a la cadena lateral. 
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“HEN Coo -ooc NhHs* 


L-aminoácido D-aminoácido 


El enlace peptídico 


Los L-aminoácidos se encuentran unidos en las proteínas mediante el enlace covalente del 
grupo carboxilo de un aminoácido con el grupo amino de otro. En esta reacción de 
condensación se forma una amida, que une los dos aminoácidos para formar el enlace 
peptídico (figura 8-3). Durante la biosíntesis, la unión secuencial de varios aminoácidos al 
extremo carboxilo genera una cadena polipeptídica; en el inicio se encuentra un 
aminoácido con el grupo amino libre y, en el final de la cadena, un aminoácido con el 
grupo carboxilo libre (figura 8-4). La cadena polipeptídica se divide para su estudio en dos 
regiones (figura 8-4): 


H R o H ë R o H R O Ra 


Lol y Lo 1 j Lo Il | Pp 
H=N*—=Ca4 —C + HN CRC <> HN*—Cay —C—N— Ca — C + HO 
| | No | | es | | i | Nig 

H H H H H H H N 


Figura 8-3. Formación de un dipéptido. Como resultado de la condensación de dos aminoácidos se forma un 
enlace peptídico (área sombreada). 
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H= Nt = Cy — C — N Co. — C —N —Cosz — C — N Cog — € 


|] Io 1 e Ns 

H H H H H H H H 
Amino terminal Esqueleto polipeptídico Carboxilo 
terminal 


Figura 8-4. Esqueleto polipeptídico y cadenas laterales en un tetrapéptido. 


1. El esqueleto polipeptídico, formado por unidades repetitivas que constan de tres 
átomos: el nitrógeno de la amida —que antes de la condensación peptídica formaba 
parte del grupo amino—, el carbono alfa (Ca) y el carbono del carbonilo (C°), 
proveniente del carboxilo en el aminoácido original. El esqueleto puede considerarse 
una secuencia de enlaces peptídicos separados por carbonos a. C’ está unido a dos 
átomos muy electronegativos, el oxígeno del carbonilo y el nitrógeno de la amida, por 
lo que se genera un doble enlace parcial entre el C’ y el N. Este doble enlace restringe 
en grado importante la rotación entre el carbono y el nitrógeno a las dos 
conformaciones posibles (cis y trans), en las que los seis átomos mostrados en la 
figura 8-5 se localizan en el mismo plano. Cada amida del esqueleto polipeptídico 
proporciona un donador de puentes de hidrógeno (-NH) y un receptor (-C*O). 


O Ca O H 
Y Y 


trans CIS 


Figura 8-5. Conformaciones trans y cis del enlace peptídico. En ambas conformaciones, los seis átomos que se 
presentan en la figura forman un plano. 
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2. Las cadenas laterales, llamadas residuos, determinan la identidad y propiedades de 
la proteína al ser incorporadas a la cadena polipeptídica (figura 8-4). 
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Proteínas: cadenas de aminoácidos unidos mediante 
enlaces peptídicos 


Aminoácidos 
Los 20 aminoácidos de las proteínas presentan una variedad de tamaños, formas y 
propiedades químicas. La conformación que adoptan las cadenas polipeptídicas en el 


espacio es determinada por el volumen y la solubilidad de las cadenas laterales. Cada 
aminoácido tiene asignados símbolos de una y tres letras (figura 8-6). 
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Glicina 


Cadenas laterales 
no polares 


E”. (G) 
t o yem Ego a 
. 4 5 — C 
mil 


Fonilalanina (F) 
H 
o 


l 
HN-C—c 


Cadenas laterales 
cargadas 
Ac, Aspártico (0) Aç. Glutámico (E) 


E 


H 
“HINC e 
¡So 


Figura 8-6. Estructura de los 20 aminoácidos frecuentes en las proteínas. 
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La glicina es el aminoácido más simple; su cadena lateral es un átomo de hidrógeno 
(figura 8-6); como el Ca tiene dos sustituyentes iguales, este aminoácido no es quiral. 
Debido al volumen reducido de su cadena lateral (-H), la estructura polipeptídica de los 
residuos glicina tiene más libertad conformacional que los otros aminoácidos, de mayor 
volumen. 


Alanina, leucina, isoleucina y valina 

Con excepción de la glicina, todos los aminoácidos presentan cuando menos un CH, no 
polar. Cuatro de ellos —alanina, valina, isoleucina y leucina— tienen cadenas laterales 
alifáticas hidrocarbonadas de diversas formas (figura 8-6). Las cadenas laterales de estos 
residuos no contienen átomos electronegativos, por lo que son no polares e insolubles en 


agua. 


Prolina 


La cadena lateral de la prolina es no polar y está unida al nitrógeno del enlace peptídico, 
por lo que este aminoácido es en realidad un iminoácido. La amida de la estructura 
polipeptídica de los residuos prolima no tiene donador potencial de puentes de hidrógeno 
(figura 8-6). 


Fenilalanina, tirosina y triptófano 


Los dobles enlaces conjugados que presentan los anillos de la tirosina, la fenilalanina y el 
triptófano (figura 8-6) absorben radiación en el ultravioleta, es por esto que las proteínas 
se pueden detectar por su absorción a 280 nm. El triptófano es el aminoácido menos 
frecuente en las proteínas; su cadena lateral es la más grande y fluorescente. El -OH de 
la tirosina y el anillo pirrólico del triptófano son donadores potenciales de puentes de 
hidrógeno. 


Serina y treonina 


Las cadenas laterales de estos dos aminoácidos son pequeñas y tienen como grupo 
funcional un alcohol (figura 8-6), que permanece protonado en el intervalo de pH 
fisiológico, por lo que participa como donador de puentes de hidrógeno. 


Histidina 

Este aminoácido tiene como cadena lateral un imidazol (figura 8-6), cuyo pK es de 6.5. En 
la forma no lonizada del anillo, el nitrógeno protonado es electrófilo y donador de 
puentes de hidrógeno; el otro nitrógeno es nucleófilo y aceptor de puentes de hidrógeno. 
Este aminoácido participa de forma activa en la transferencia de protones que catalizan 
algunas enzimas, debido a que las formas protonada y desprotonada coexisten a pH 
neutro. 
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Glutamato y aspartato 
Las cadenas laterales de los ácidos glutámico y aspártico tienen pK cercano a 4, por lo 
que en el intervalo fisiológico de pH, el carboxilo (COOH) se encuentra como carboxilato 


(COO”), dando lugar a las bases conjugadas glutamato y aspartato (figura 8-6), que 
participan como aceptores potenciales de puentes de hidrógeno. 


ee clínico 


La cistinuria es una afección genética que resulta en la formación de cálculos renales de cistina (dos cisteínas unidas por un puente 
disulfuro). La cistinuria es resultado de mutaciones en alguna de las dos proteínas que forman el transportador de aminoácidos 
dibásicos que se encuentran en los túbulos proximales renales, lo que impide la absorción de la cistina para su reutilización, con el 
consecuente aumento de la concentración de cistina en orina. El pH ácido de la orina promueve la formación de cristales de cistina 
que son los causantes de los síntomas de la cistinuria. Esta afección se trata de manera profiláctica con la alcalinización de la orina y 
con el consumo de grandes cantidades de agua, lo cual ayuda a disminuir la concentración de cistina y así impedir la formación de 
cálculos. Los cálculos renales disminuyen la calidad de vida y cuando son relativamente grandes se tratan con cirugía. 


Lisina y arginina 
Las cadenas laterales de estos aminoácidos presentan metilenos hidrófobos y una amina 


básica, con pK cercano a 11; debido a esto, por lo general presentan carga positiva a pH 
fisiológico (figura 8-6). 


Asparagina y glutamina 


Estos dos aminoácidos (figura 8-6) son las amidas del aspartato y del glutamato. Aunque 
no contienen grupos lonizables, la amida es capaz de participar como donador o aceptor 
de puentes de hidrógeno. Los grupos amida son lábiles a pH alcalino; la glutamina se 
desamida para dar lugar al glutamato y la asparagina produce isoaspartato; ambos 
procesos se han relacionado con el envejecimiento de las proteínas. 


Cisteína y metionina 


La cadena hidrocarbonada no ramificada de la metionina es no polar. El azufre que 
contiene es un nucleófilo débil, pero no puede ser protonado (figura 8-6). En contraste, el 
grupo tiol de la cisteína es el más reactivo de todas las cadenas laterales y se ioniza con 
un pK entre 9 y 9.5, dando lugar al anión tiolato que es la especie reactiva. Una de las 
reacciones más importantes de este residuo es la interacción entre dos cisteínas para 
formar una “cistina” o puente disulfuro (figura 8-7); estos enlaces reversibles unen de 
modo covalente segmentos alejados en la secuencia y se presentan por lo general en 
proteínas extracelulares. 
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C, SS 
S i el hie 
Ho Ha 


Figura 8-7. Puente disulfuro. Dos regiones de la cadena polipeptídica se unen de manera reversible mediante los 
átomos de azufre de dos cisteínas. 


oi 
o 


Otros aminoácidos 


Algunos aminoácidos son modificados en reacciones posteriores a la síntesis de las 
proteínas, como la fosforilación (fosfotreonina y fosfoserina) o la hidroxilación (4- 
hidroxiprolina y 5-hidroxilisina). Existen otros aminoácidos que no son componentes de 
las proteínas y que se utilizan en otras funciones biológicas, como la citrulina y la ornitina 
(intermediarios del metabolismo), hormonas como la tiroxina, y neurotransmisores como 
el ácido y-aminobutírico (GABA), la dopamina (figura 8-8). 
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Figura 8-8. Estructura de aminoácidos que no se incorporan a las proteínas. 
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Purificación de proteínas 


Las células contienen miles de proteínas y moléculas diferentes. El número de proteínas 
sintetizadas depende de la especie. Una bacteria como Escherichia coli produce unas 3 
000 proteínas diferentes, mientras que algunas células del ser humano sintetizan cerca de 
20 000. La abundancia de cada proteína varía entre células o tejidos. En algunos casos, 
una proteína particular puede ser el componente mayoritario, como el colágeno en los 
tendones o la hemoglobina en los glóbulos rojos. En otros casos, se encuentran sólo 
algunas copias por célula. Para estudiar las propiedades de una proteína es necesario 
purificarla, es decir, separarla de las otras proteínas y demás componentes celulares. Las 
proteínas se purifican por fraccionamiento, debido a diferencias en su tamaño, forma, 
carga y solubilidad, así como por su capacidad para unirse a ligandos. La purificación de 
proteínas permite aislar una molécula presente en menos del 0.1% del peso seco del 
material original, hasta obtener una solución en la que 99% de las proteínas presentes 
sean idénticas. La fuente de proteína es un tejido o un cultivo celular en el que ésta se 
encuentra en grandes cantidades, por lo que el corazón y el hígado de algunos animales 
domésticos se utilizaron desde el punto de vista histórico como materia inicial para 
caracterizar algunas proteínas. Las levaduras para panadería (Saccharomyces cerevisiae) 
y la bacteria E. coli también se han utilizado debido a su alta producción de biomasa. En 
otros casos, el objeto de estudio puede ser una proteína presente en un Órgano específico 
durante una etapa particular del desarrollo; en esta situación, el material inicial suele ser 
escaso. Cuando se cuenta con el gen que codifica la proteína de interés, es posible 
introducirlo en una bacteria como E. coli y obtener grandes cantidades de proteína 
recombinante. Cuando se desean producir proteínas que no requieren modificaciones 
postraduccionales, este es el método más frecuente en la producción de proteínas 
recombinantes. Con este tipo de manipulaciones genéticas es posible producir en una 
bacteria miligramos de proteína de origen humano. Si la proteína de estudio se encuentra 
en el citoplasma, su liberación al solvente requiere de la rotura o lisis de las células. Las 
células animales pueden lisarse mediante un choque osmótico, en el cual se coloca a las 
células en una solución con una concentración de sales menor a la del interior celular; el 
agua fluye hacia el interior hasta que la célula revienta (plasmólisis) y libera su contenido 
a la solución. Este método no funciona con las células que poseen pared celular, como las 
de plantas y bacterias; en estos casos se utilizan otros métodos como sonicación, cambios 
de presión o molinos que contienen perlas de vidrio o arena. Por último, es posible 
utilizar proteínas que degradan la pared celular, como la lisozima. Una vez que la 
proteína ha sido solubilizada, queda expuesta a las condiciones ambientales, por lo que es 
de especial importancia controlar el pH, la temperatura, la fuerza iónica y el poder 
reductor del medio, así como eliminar los metales pesados para evitar la oxidación de las 
cisteínas. 


A clínico 
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Los neurotransmisores son moléculas que mandan una señal desde una neurona a otra, causando el movimiento de iones a través de 
la membrana celular lo que provoca un impulso eléctrico. Dos aminoácidos, el glutamato y el ácido y-aminobutírico son 
respáonsables de la excitación y la inhibición de las neuronas del sistema nervioso central, en particular del córtex. El GABA, 
principal neurotransmisor inhibidor del sistema nervioso central, es un aminoácido que no está presente en las proteínas y su grupo 
amino se encuentra en el carbono y y no en a. La inhibición del córtex promueve el relajamiento muscular y disminuye la ansiedad, 
mientras que la estimulación sensorial o procesos más complejos como el pensamiento abstracto y las emociones requieren de un 
balance entre la excitación y la inhibición de las neuronas corticales. 


RRE clínico 


Los aminoácidos también se clasifican según sus propiedades nutricionales. Los aminoácidos esenciales son aquellos que los 
humanos no podemos sintetizar, por lo que deben ser parte de la dieta. Los aminoácidos esenciales son 9: fenilalanina, histidina, 
isoleucina, leucina, lisina, metionina, treonina, triptofano y valina. Los aminoácidos condicionales son aquellos que si podemos 
sintetizar, pero que requieren incluirse en la dieta en condiciones de enfermedad. Los aminoácidos condicionales son: arginina, 
cisteína, glutamina, prolina, serina y tirosina. La alanina, asparagina, aspartato y glutamato son aminoácidos no esenciales pues son 
producidos en cantidades suficientes. Todas las células, ya sean de origen animal o vegetal, tienen proteínas, sin embargo, algunos 
alimentos las tienen en mayor concentración y en otros son de mejor calidad nutricional, pues contienen los aminoácidos esenciales. 
El huevo, leche, carne y pescado se consideran fuentes completas de proteínas porque contienen todos los aminoácidos. Los 
vegetarianos deben incluir en su dieta nueces, soya y frijoles pues muchos vegetales son pobres en algunos aminoácidos esenciales. 


Precipitación selectiva 


La solubilidad de las proteínas depende de la concentración de sales, pH, temperatura y 
polaridad del solvente. A concentraciones bajas de sal, la solubilidad de las proteínas 
aumenta; sin embargo, a concentraciones mayores la solubilidad disminuye, causando la 
precipitación de las proteínas. La precipitación causada por algunas sales, como el sulfato 
de amonio, es reversible; al eliminar la sal por diálisis u otros métodos, la proteína se 
solubiliza de nuevo y recupera sus propiedades originales. La precipitación selectiva se 
utiliza como método de purificación, debido a que la concentración de sal necesaria para 
precipitar varía con la proteína. De esta manera, al agregar sal hasta una concentración 
apenas menor a la necesaria para precipitar la proteína de interés, muchas otras proteínas 
se precipitan y pueden eliminarse por centrifugación. Después, la concentración de sal del 
sobrenadante se incrementa hasta que una fracción alta de la proteína de interés se 
precipite. La solución se centrifuga una vez más, pero ahora el sobrenadante se descarta 
y el precipitado, con la proteína de interés, se suspende de nuevo (figura 8-9). Este 
método es importante además para preservar las propiedades de las proteínas una vez 
purificadas, ya que las proteínas precipitadas por sulfato de amonio pueden permanecer 
en este estado por meses y resuspenderse de inmediato antes de su uso. 
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Precipitado Precipitado 


Figura 8-9. Precipitación diferencial con sulfato de amonio. Cuadros, estrellas y círculos representan proteínas 
que precipitan con concentraciones crecientes de sulfato de amonio (1). La solución con 45% de sulfato de 
amonio se centrifuga; el precipitado se ha enriquecido en las proteínas representadas por cuadrados, el 
sobrenadante es llevado al 65% de sulfato de amonio, y después de centrifugar (2) el precipitado ha sido 
enriquecido con las proteínas representadas con estrellas, mientras que en el sobrenadante se han enriquecido las 
proteínas representadas con círculos. 


Cromatografía 


La cromatografía es el proceso en el que una solución, conocida como fase móvil, se 
percola a través de una matriz porosa o resina, llamada fase estacionaria, que retrasa el 
avance de los componentes de la fase móvil, dependiendo de las características 
particulares de cada soluto. Los diferentes tipos de cromatografía pueden clasificarse 
según el estado de las fases o la naturaleza de la interacción entre la matriz y los solutos. 
La cromatografía de intercambio iónico separa las proteínas en función de su carga 
eléctrica; en este caso, se utiliza como matriz una resina que contiene grupos con carga 
positiva (intercambiador aniónico) o negativa (intercambiador catiónico), capaces de unir 
moléculas con la carga opuesta. Las moléculas con la misma carga de la resina no se 
retienen en la columna, por lo que se separan de las proteínas con carga opuesta, que 
permanecen unidas a la matriz. Éstas se separan después mediante un gradiente en el que 
se aumenta la concentración de sal o se modifica el pH de la fase móvil (figura 8-10). En la 
cromatografía de exclusión molecular o filtración en gel, la fase estacionaria consiste en 
una resina porosa muy hidratada; las que más se utilizan son cuentas microscópicas de 
polisacáridos (p. ej., dextrán o agarosa) o poliacrilamida. El paso de las proteínas por la 
malla tridimensional depende de su forma y tamaño. Las moléculas muy grandes no 
pueden penetrar las cuentas; además, debido a que son excluidas del solvente en el 
interior de la resina, son las primeras en salir de la columna. El resto de las moléculas, 
capaces de penetrar los poros de las cuentas, retrasan su paso por la columna en función 
de su tamaño; las moléculas más grandes salen de la columna antes que las pequeñas, 
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debido a que al disminuir el tamaño de la molécula, aumenta el espacio accesible en el 
interior de la columna (figura 8-11). La cromatografía de exclusión molecular es también 
una herramienta analítica utilizada para determinar el peso molecular de las proteínas; 
para ello, se introducen proteínas de peso molecular conocido y se determina el volumen 
al cual eluyen de la columna. A partir de estos datos, se construye una curva patrón en la 
que se relaciona el volumen de elución de cada proteína con su peso molecular (figura 8- 
12); entonces se determina el volumen de elución de la proteína de interés, y por 
interpolación o mediante regresión lineal se obtiene su peso molecular. En la 
cromatografía de afinidad, la resina contiene un ligando de la proteína de interés unido de 
modo covalente. Al aplicar la muestra a la columna, se unen sólo las proteínas capaces 
de reconocer el ligando. Luego, la proteína de interés se eluye con una solución que 
contiene el ligando. Un método frecuente de purificación consiste en modificar el gen que 
codifica para la proteína de elección mediante la introducción de una “etiqueta”, que 
puede ser reconocida por una matriz de afinidad. La etiqueta puede ser una secuencia 
corta, como un hexapéptido de histidinas o una proteína completa como la glutatión 
transferasa. 
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PH 


Figura 8-10. Cromatografía de intercambio aniónico. La resina (círculos amarillos) está formada por esferas de 
unos 50 um de diámetro que contienen grupos con carga positiva. Al colocar la solución en la columna, las 
proteínas con carga neta positiva eluyen, mientras que las proteínas con carga neta negativa requieren la adición 
de sal para despegarse de la columna. 
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Figura 8-11. Cromatografía de exclusión molecular. La resina utilizada (círculos morados) está formada por 
cuentas porosas muy hidratadas. Las proteínas grandes (círculos verdes) eluyen antes que las proteínas de bajo 
peso molecular (círculos azules), que pasan al interior de las esferas. 
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Figura 8-12. Determinación del peso molecular mediante cromatografía de exclusión molecular. Al especificar el 

volumen de elución de un grupo de proteínas de peso molecular conocido, se construye una “curva patrón”. Los 

números entre paréntesis indican el peso molecular (en daltones) de las proteinas utilizadas. Con esta gráfica y el 

volumen de elución de la proteína problema (A) es posible obtener por interpolación (líneas discontinuas) su peso 
molecular (B) (cortesía de Chánez ME y Nájera H). 


Diálisis 

La diálisis es un tipo de filtración en donde las moléculas se separan gracias a su paso a 
través de una membrana semipermeable (p. ej., celofán), que permite la difusión de 
compuestos de bajo peso molecular como sales y metabolitos, pero impide el paso de las 
macromoléculas. La muestra se introduce en una bolsa formada por la membrana, y el 
paquete se coloca en una solución que contiene el amortiguador en el cual se desea 
colocar la proteína (figura 8-13). Después de un tiempo, la concentración de los 
componentes permeables se equilibra, es decir, es similar en el interior y el exterior de la 
bolsa de diálisis; sin embargo, las macromoléculas permanecen en el interior de la bolsa 
y, por consiguiente, es posible eliminar sales y otros metabolitos sin perder la proteína de 
interés. 
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Figura 8-13. Diálisis. La muestra que contiene a la proteína (esferas moradas) y al soluto que se desea eliminar 
(puntos azules) se introduce en una bolsa de diálisis. La bolsa se sumerge en un amortiguador que contiene otros 
solutos (cruces amarillas). El contenido del recipiente se agita y, después de un tiempo, el soluto indeseable 
permea por la membrana y se diluye en la solución, mientras que los solutos contenidos en el amortiguador entran 
a la bolsa. 


Electroforesis 


La electroforesis es el proceso mediante el cual las proteínas migran según su carga en un 
campo eléctrico. Esta técnica es de interés particular como método analítico, debido a 
que permite determinar el número de proteínas diferentes en una preparación, así como 
estimar el peso molecular o el punto isoeléctrico. La electroforesis en gel se lleva a cabo 
en un gel formado por agarosa o por un polímero entrecruzado como la poliacrilamida, 
que actúa como tamiz disminuyendo la migración de las proteínas en función de su carga 
y peso molecular (figura 8-14). En la electroforesis desnaturalizante, la solución con la 
proteína se hierve en presencia de un pigmento (por lo general azul de bromofenol), 
agentes reductores (como f-mercaptoetanol) y el detergente SDS (dodecilsulfato de 
sodio); este tratamiento rompe los puentes disulfuro y desnaturaliza por completo la 
proteína. En promedio, se fija una molécula de SDS por cada dos aminoácidos; ya que 
este detergente tiene carga negativa, todas las proteínas adquieren esta carga y se separan 
en función de su peso molecular. Al aplicar corriente al gel, las proteínas migran según su 
tamaño; las más pequeñas migran más rápido. Cuando el colorante llega al fondo del gel, 
la corriente eléctrica se interrumpe, el gel se desmonta y las proteínas se identifican 
utilizando un colorante que se une a ellas, como azul de Coomassie o una emulsión a 
base de nitrato de plata. Este método es en especial valioso para determinar el grado de 
avance de la purificación; conforme ésta avanza, el número total de bandas que se 
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observan disminuye. El isoelectroenfoque es la técnica que se utiliza para determinar el 
punto isoeléctrico (pl) de las proteínas. En este caso, el medio en el que migra la proteína 
es un gel de poliacrilamida que contiene un gradiente de pH, formado por anfolitos, 
ácidos o bases orgánicos de bajo peso molecular, los cuales se distribuyen en el gel según 
su punto isoeléctrico. Cuando se añaden las muestras con proteína, éstas migran hasta 
alcanzar un pH equivalente a su punto isoeléctrico; en esta condición, la proteína no tiene 
carga neta. Al combinar métodos, se puede obtener un gel en dos dimensiones: la primera 
de ellas separa las proteínas por su carga), mientras que, en la segunda dimensión, se les 
separa por su peso molecular. La “proteómica” utiliza geles bidimensionales, en los 
cuales, es posible mostrar de manera simultánea la expresión de miles de proteínas. Al 
obtener muestras en diferentes condiciones metabólicas o patológicas, es posible 
determinar cambios en el nivel de expresión de diversas proteínas. 


Cargar las proteínas 
en el gel Aplicar corriente eléctrica Teñir el gel con Commassie 


e 
E 
Amortiguador 
lA => 


Figura 8-14. Electroforesis en gel. 
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Conformación nativa de las proteínas 


La estructura covalente determina la libertad conformacional de los átomos en las 
moléculas. Polímeros sintéticos como el poliestireno, donde todas las moléculas tienen la 
misma estructura covalente, no adoptan una conformación tridimensional específica; en 
una población de estas moléculas, cada una de ellas asume una conformación distinta. En 
contraste, en una población de proteínas con la misma estructura covalente, casi todas las 
macromoléculas en solución adoptan una conformación tridimensional similar, llamada 
conformación nativa, que tiene las características estructurales y dinámicas que permiten 
a la proteína llevar a cabo una función biológica. Por lo general, la conformación nativa 
posee un gran número de interacciones intramoleculares, las cuales dan cohesión a 
diferentes segmentos de la cadena que se colapsan formando glóbulos o fibras. El estado 
nativo de las proteínas suele asociarse a una conformación globular que posee una 
estructura rígida y ordenada, tal como la estudiada por la cristalografía de rayos X; sin 
embargo, en la última década se ha encontrado que un gran número de proteínas no 
adoptan una conformación globular ordenada, sino que se encuentran en parte o por 
completo desestructuradas, esto es, presentan un “estado nativo desordenado”. Algunas 
de estas proteínas se estructuran al interactuar con otras moléculas, mientras que otras 
permanecen desordenadas después de formar un complejo funcional. Este tipo de 
proteínas, también denominadas “intrínsecamente desordenadas”, abundan en particular 
en eucariontes, ya que se estima que en mamíferos 20 a 30% de las proteínas 
corresponden a esta categoría. Se ha propuesto que la versatilidad estructural de estas 
proteínas les permite interactuar con múltiples ligandos. El estado nativo, ordenado o 
desordenado, otorga a la proteína la capacidad de reconocer, unir o transformar algunas 
moléculas, de las miles que circulan en la célula. Este reconocimiento molecular 
específico entre las proteínas y sus ligandos es posible debido a las interacciones 
favorables entre ambas moléculas. 


Interacciones no covalentes 


El plegamiento de proteínas y la interacción de éstas con sus ligandos están moldeados 
por restricciones fisicoquímicas. Su comprensión requiere, por tanto, del estudio de las 
interacciones no covalentes entre los átomos de la proteína y entre éstos y los átomos del 
solvente. Como se analiza en el capítulo 2, el agua es el solvente universal. Este líquido 
determina la estructura y organización de todos los componentes celulares, debido a las 
interacciones no covalentes entre el agua y las macromoléculas. La naturaleza molecular 
de las interacciones no covalentes se comprende con mayor detalle para moléculas 
aisladas en el vacío o en sólidos regulares. En contraste, el estado líquido (en el que 
existen las proteínas en el citosol, las membranas o el exterior celular) es más complejo. 
La formación de enlaces restringe la distancia y el ángulo de unión entre núcleos 
atómicos. En moléculas pequeñas, la descripción de la estructura covalente basta para 
determinar la conformación tridimensional. En el caso de las macromoléculas, la rotación 
en los enlaces de los miles de átomos en la estructura covalente da lugar a una infinidad 
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de arreglos en el espacio llamados confórmeros. El adoptar sólo una conformación entre 
un gran número de posibilidades tiene un alto costo entrópico. Por lo tanto, para que una 
conformación particular predomine sobre las demás, es necesario que las interacciones 
favorables presentes en esa conformación sobrepasen al costo entrópico. 


Interacciones de van der Waals 


Las interacciones de van der Waals son ubicuas. Aun cuando un átomo no presente carga 
o dipolo neto, existen asimetrías transitorias en la distribución electrónica alrededor de su 
núcleo. Este dipolo transitorio polariza un átomo vecino, creando una atracción entre 
ellos. Por otra parte, a medida que los átomos se acercan, la atracción es contrarrestada 
por la repulsión entre las dos nubes electrónicas. La distancia a la que no existe atracción 
o repulsión neta se conoce como radio de van der Waals y determina la distancia mínima 
entre dos átomos que no están enlazados. Para los átomos que forman a las proteínas, 
este valor fluctúa entre 1.17 Á para el hidrógeno y 1.80 Á para el azufre. Con el radio de 
van der Waals de los átomos en una molécula es posible determinar las regiones del 
espacio conformacional poco probables, debido a impedimentos estéricos (de volumen) 
entre los átomos. A distancias un poco mayores (0.3 a 0.5 Å) que la suma del radio de 
van der Waals de los dos átomos, existe una ligera atracción entre ellos; por lo tanto, las 
interacciones de van der Waals son de corto alcance y se maximizan cuando las 
superficies de los átomos o moléculas son complementarias. 


Fuerzas electrostáticas 


La carga neta de las proteínas depende del pH del medio, ya que algunas cadenas 
laterales, así como los grupos amino y carboxilo terminales, presentan grupos ionizables. 
La gama de valores de pK en los aminoácidos (cuadro 8-1) hace posible la existencia 
simultánea de cargas positivas y negativas en la molécula. El pH al que la suma de las 
cargas positivas es igual a la suma de las cargas negativas se conoce como punto 
isoeléctrico (pI). En esta condición, la molécula no presenta carga neta. 


Cuadro 8-1. pK de los grupos ionizables de los aminoácidos 


Amino terminal 6.8 a 8.0 
Carboxilo terminal 35443 
Ácido aspártico (carboxilo) 3.9 a 4.0 
Ácido glutámico (carboxilo) 4.3a4.5 
Arginina (guanidino) 12.0 
Lisina (amino) 10.4 a 11.1 
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Histidina (imidazol) 6.0a7.0 
Cisteína (tiol) 9.0a9.5 
Tirosina (hidroxilo fenólico) 10.0 a 10.3 


Los intervalos de pK presentados se obtuvieron utilizando diferentes compuestos modelo. 


De acuerdo con la ley de Coulomb, la energía de interacción entre dos átomos 
cargados es igual al producto de las cargas, dividido entre la distancia que las separa. 


AE = EE 
Drag 


donde e es la carga del electrón, D es la constante dieléctrica, Z el número de estas 
cargas en cada átomo y rap la distancia que las separa. Si las dos cargas tienen signos 
opuestos, AE es negativo y la interacción es favorable, ya que la energía disminuye con 
la distancia. Éste es el caso en los puentes de sal, formados entre grupos de la proteína 
con carga opuesta (p. ej., Asp- Lys); si las cargas son del mismo signo, se observa 
repulsión entre ellas; para acercarlas se requiere cierta energía AE. La constante 
dieléctrica aumenta con la polaridad del solvente. En el benceno es de 2.2, mientras que 
en el agua es de 78.5. Así, las interacciones lónicas entre las cadenas laterales de los 
aminoácidos son mayores en el interior no polar de la proteína que en el exterior 
solvatado por moléculas de agua. 


Dipolos 


La formación de un dipolo se debe a la distribución desigual de los electrones 
compartidos entre dos átomos. En cada enlace formado, la distribución de la densidad 
electrónica depende de la electronegatividad de los átomos enlazados. El oxígeno y el 
nitrógeno del esqueleto polipeptídico son muy electronegativos, por lo que producen un 
momento dipolar en el enlace peptídico (figura 8-154), en el cual el grupo amino presenta 
carga parcial positiva y es donador potencial de puentes de hidrógeno, mientras que el 
oxígeno del carbonilo presenta carga parcial negativa y es aceptor potencial de puentes de 
hidrógeno. 
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Puentes de hidrógeno 


Los puentes de hidrógeno son las interacciones no covalentes que se establecen entre un 
átomo de hidrógeno y dos átomos electronegativos. Uno de los átomos electronegativos 
está unido de manera covalente al hidrógeno y es, por lo tanto, un ácido (A-H) o 
donador; el hidrógeno que forma parte del puente de hidrógeno presenta cierta afinidad 
por la base (B) o aceptor (figura 8-15B, 8-15C). La formación de un puente de hidrógeno 
entre dos moléculas correlaciona los movimientos entre ambas; es decir, disminuye las 
orientaciones posibles entre el par. En los puentes de hidrógeno que se observan en las 
proteínas participan los grupos amino y carbonilo del esqueleto polipeptídico (figura 8- 
15D), las cadenas laterales y las moléculas de agua. 
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Figura 8-15. A) Momento dipolar en el enlace peptídico. Formación de puentes de hidrógeno. B) Como 
intermediarios en una reacción ácido-base. C) Autodisociación del agua. D) Puente de hidrógeno entre elementos 
del esqueleto polipeptídico. 


Efecto hidrófobo 


El agua y el aceite no se mezclan. Este hecho refleja la capacidad del agua líquida de 
expulsar de su seno aquellas moléculas que no son iónicas o que no tienen un gran 
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número de donadores o aceptores de puentes de hidrógeno. Los solutos no polares 
interactúan de manera favorable con las moléculas de agua; sin embargo, la energía de 
interacción entre las moléculas de agua es mucho mayor, por lo que el estado de menor 
energía y, por lo tanto, más estable, es aquel en el que se minimiza el contacto entre las 
moléculas de agua y los átomos no polares. Este fenómeno, guiado por el cambio 
favorable en la entropía del solvente, se conoce como efecto hidrófobo y es fundamental 
en la formación de las membranas celulares y del núcleo no polar en el interior de las 
proteínas. Las cadenas laterales de los aminoácidos que contienen grupos no polares 
como -CH3 y -CH, son hidrófobas y su solubilidad en agua es muy baja. La 
transferencia de estos grupos del solvente acuoso hacia el interior no polar, formado por 
otras cadenas no polares segregadas del agua, es muy favorable. Debido a esto, los 
aminoácidos no polares de las proteínas forman un núcleo hidrófobo. 
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Determinación de la estructura tridimensional de las 
proteínas 


La metodología más utilizada para determinar la estructura de las proteínas requiere la 
difracción de rayos X por cristales de proteína. En contraste, la estructura de las 
proteínas en solución se determina mediante resonancia magnética nuclear (RMN); esta 
metodología es más reciente y es adecuada para obtener la estructura de proteínas de 
menor tamaño. La RMN se utiliza mucho para estudiar las propiedades dinámicas de las 
proteínas. Para determinar la estructura de las proteínas mediante difracción de rayos X 
se requiere la formación de cristales; en éstos, las moléculas se disponen en una red 
macroscópica ordenada y repetitiva. Las proteínas globulares son macromoléculas 
esféricas o elipsoides de superficie irregular; debido a esto, la formación de cristales de 
proteína de tamaño adecuado (0.5 mm) es un proceso lento que requiere meses. La 
estructura tridimensional de complejos proteicos de alto peso molecular se determina 
mediante criomicroscopia electrónica, la cual no requiere la formación de cristales 
tridimensionales. En la actualidad se conoce la estructura de miles de proteínas que se 
encuentran depositadas en el Protein Data Bank (PDB). El PDB es, además de un gran 
archivo donde pueden descargarse sin costo las estructuras de miles de proteínas, ácidos 
nucleicos y complejos; un sitio educativo dónde es posible conocer historias moleculares 
sobre un gran número de proteínas de interés médico, se recomienda de manera 
encarecida al lector visitarlo. Al momento de revisar esta edición del libro (mayo de 
2018), había unas 140 000 estructuras disponibles, de las cuales 90% fueron 
determinadas por cristalografía de rayos X, 9% por resonancia magnética nuclear y 
alrededor de 1% por microscopia electrónica. Casi 25% de estas estructuras son 
proteínas de Homo sapiens. Cerca de 11% de las estructuras depositadas en el PDB han 
sido determinadas en consorcios de biología estructural, laboratorios muy robotizados en 
los que se determina la estructura de un gran número de proteínas de manera 
automatizada. 
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Estructura de las proteínas en niveles 


Al analizar la información contenida en la estructura de las proteínas, es posible distinguir 
cuatro niveles de organización: 

e La estructura primaria o covalente de la molécula es determinada por la secuencia 
de aminoácidos de la cadena polipeptídica y la posición de los puentes disulfuro. 

e La estructura secundaria especifica la conformación local de segmentos de la 
proteína, en los que la cadena adopta conformaciones regulares repetitivas, como las 
hélices a y las hebras fB; o no repetitivas, como vueltas y giros de conformación 
definida. 

e La estructura terciaria determina el arreglo espacial de la estructura secundaria en 
dominios compactos. En las proteínas monoméricas, la estructura terciaria contiene la 
posición relativa de todos los átomos de la molécula. En las proteínas formadas por 
varias cadenas polipeptídicas, la descripción de toda la molécula requiere de la 
estructura cuaternaria, que especifica la estequiometría y la orientación espacial 
relativa de las diferentes cadenas (figura 8-16). 
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Estructura secundaria 


Estructura terciaria 


Estructura cuatermaria 


Figura 8-16. Organización jerárquica en la estructura de las proteínas. 
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Estructura primaria 


El primer paso en la determinación de la secuencia de aminoácidos de una proteína es su 
purificación. Si la proteína está formada por más de un polipéptido, las cadenas deben 
separarse y los puentes disulfuro reducidos de manera irreversible. Después, la proteína 
se fragmenta por la acción de proteinasas o utilizando métodos químicos. Los fragmentos 
peptídicos se separan por cromatografía para determinar su secuencia, la cual se obtiene 
mediante la degradación de Edman o por espectrometría de masas. La secuencia de 
aminoácidos de la proteína puede obtenerse a partir de la secuencia de nucleótidos del 
gen que la codifica. En la actualidad es más fácil secuenciar un gen que una proteína; sin 
embargo, algunas características como la localización de puentes disulfuro y el número 
de cadenas presentes en la estructura funcional se obtienen sólo a partir de la proteína. 


Conformación tridimensional del esqueleto polipeptídico 


Las diferentes conformaciones de la cadena polipeptídica están dadas por los ángulos de 
torsión o diedros. Cada ángulo diedro define la orientación relativa de cuatro átomos 
sucesivos. El valor y el signo del ángulo varían con la rotación del enlace que une los dos 
átomos centrales (figura 8-17). La determinación de los ángulos de torsión del esqueleto: w 
(N-C>), p (N-Ca) y Y (C”-Ca) (figura 8-18), así como los ángulos de las cadenas laterales: 
11 (Ca-CB), x2 (CP-Cy)... Xn, describen de manera completa la conformación local de la 
cadena. Como ya se mencionó, la rotación del ángulo œ está muy restringida por la 
formación del doble enlace parcial entre N y C”; por eso es que los átomos unidos a N y 
C” adoptan conformaciones coplanares. Debido a impedimentos estéricos, esto es, debido 
al sobrelape de átomos, la conformación más común es la trans o extendida (œ = 180° = 
-180%). Cuando N pertenece a una prolina se observa, en 25% de los casos, la 
conformación cis o eclipsada (œ= 0°), debido a que los impedimentos estéricos son 
equivalentes en ambas conformaciones. El espacio conformacional adoptado por la 
cadena se describe con los valores de los otros dos ángulos diedros, ọ y Y. Las 
conformaciones posibles se representan mediante el mapa de Ramachandran, en donde 
cada conformación está determinada por un par (ọ,¥). A partir del volumen de los 
átomos, es posible calcular las combinaciones de ángulos ọ y “Y desfavorables, debido a 
impedimentos estéricos con otros átomos de la cadena. El factor estérico limita mucho el 
espacio conformacional accesible a la cadena; debido a esto, 90% de los pares (4,'P) 
encontrados en las proteínas se localiza dentro de 14% del espacio posible (figura 8-19A). 
La glicina tiene como cadena lateral un -H; por lo tanto, las regiones permitidas para este 
aminoácido son mucho mayores (figura 8-19B). 
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C 


Figura 8-17. Esquema de la convención de la IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) 
utilizada para definir el signo y la magnitud del ángulo de torsión. El ángulo de torsión del enlace B-C describe la 
posición relativa de los cuatro átomos mostrados en la figura. 


Figura 8-18. Ángulos de torsión en el esqueleto polipeptídico. El ángulo q está definido por los átomos C-N-Co- 
C, mientras que el ¥ está definido por los átomos N-C-Ca-N. 
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Figura 8-19. Mapa de Ramachandran. Al determinar la estructura de una proteína, es posible obtener los ángulos 
Y y q para cada Ca. Algunas regiones del mapa son poco probables debido a impedimentos estéricos; por lo 
tanto, la distribución de los pares ¥ y q, en el espacio conformacional no es uniforme. A) La zona sombreada 
muestra las regiones permitidas para la poli-L-alanina. Se indican las regiones en donde caen las estructuras 
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secundarias de la hélice a , hebras f y la hélice de la colágena (col). B) Debido al volumen reducido de la cadena 
lateral de la glicina, los pares Y y q permitidos para este aminoácido (región sombreada) son mayores. 


Estructura secundaria 


La conformación local o estructura secundaria está definida por el patrón de puentes de 
hidrógeno de la estructura polipeptídica y el valor de los ángulos q y Y. 


Hélices a 


Como se mencionó antes, la estructura polipeptídica contiene aceptores y donadores 
potenciales de puentes de hidrógeno. A partir de consideraciones geométricas, Pauling y 
Corey predijeron dos conformaciones regulares repetitivas, la hélice a y la hoja (o 
lámina) PB, capaces de formar puentes de hidrógeno tanto con la amida como con el 
carbonilo de otros enlaces peptídicos. Más tarde, ambas fueron encontradas en la 
estructura tridimensional de las proteínas. Las hélices a se presentan cuando un grupo de 
aminoácidos, contiguos en la secuencia, adopta ángulos de torsión que corresponden al 
cuadrante inferior izquierdo en el mapa de Ramachandran (b = -57%, Y = —47°) (figura 8- 
20A); estos residuos generan una estructura helicoidal repetitiva, en la que se forma un 
puente de hidrógeno entre el hidrógeno unido al nitrógeno del aminoácido n y el oxígeno 
del carbonilo distante cuatro aminoácidos hacia el extremo amino (n + 4). Vueltas 
sucesivas forman un conjunto de puentes de hidrógeno casi paralelos al eje de la hélice 
(figura 8-20B). Casi todas las hélices a observadas en las proteínas giran hacia la derecha, 
esto es, en el sentido de las manecillas de reloj, debido a que, en el giro hacia la 
izquierda, el Ca presenta impedimentos estéricos con el siguiente giro de la hélice. El 
grado de enrollamiento de la hélice se describe mediante el número de residuos por vuelta 
y el número de átomos comprendido entre los átomos que forman el puente de 
hidrógeno. De esta manera, la hélice a es una hélice 3.6,3 ya que contiene 3.6 residuos 
por vuelta y 13 átomos entre el oxígeno y el nitrógeno que forman el puente de 
hidrógeno. En las proteínas se observan otros tipos de hélices. La hélice 310 (ọ = -49%, ¥ 
z= -26%) es más “delgada” que la hélice a (figura 8-21), pues el puente de hidrógeno se 
forma entre el N de la amida y el oxígeno que está distante tres aminoácidos hacia el 
extremo amino (n + 3). En las proteínas de membrana, las hélices 3ļọ suelen ser 
mayores; tal es el caso del sensor de voltaje de los canales de potasio, formado por una 
hélice 310. Sólo se han reportado una decena de helices n (4.416). 


250. 
booksmedicos.org 


Extremo carboxilo 


Extremo amino 


Figura 8-20. Estructura de la hélice a. A) El esqueleto se representa con listones, y las cadenas laterales, con 
barras y esferas. B) Representación del esqueleto polipeptídico y los puentes de hidrógeno. 


Figura 8-21. Comparación de una hélice a (A) y una hélice 310 (B). 


Hojas [3 

La otra estructura repetitiva predicha mediante modelos atómicos por Corey y Pauling es 
la hoja (o lámina) P, formada por dos o más hebras f. Estas estructuras tienen las 
mismas ventajas que las conformaciones helicoidales descritas; es decir, sus ángulos de 
torsión se encuentran dentro de las regiones permitidas del mapa de Ramachandran 
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(figura 8-19) y los puentes de hidrógeno potenciales están satisfechos. La conformación 
adoptada por la estructura es cercana a la extendida por completo. Las hebras f aisladas 
no son estables, por lo que sólo se les encuentra formando hojas ß (figura 8-22) formadas 
por dos o más hebras f paralelas (4 = —119°, P= 1139) o antiparalelas ($ =-139%, Y = * 
1359) (figura 8-23). En este tipo de estructuras los puentes de hidrógeno se forman entre 
elementos distantes de la secuencia. 


Figura 8-22. A) Estructura de una hoja P formada por dos hebras. El esqueleto se representa con listones y las 
cadenas laterales, con barras y esferas. B) Representación del esqueleto y los puentes de hidrógeno. 
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Figura 8-23. Formación de puentes de hidrógeno en las hojas f paralelas y antiparalelas. 
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Estructuras no repetitivas 

Hay ciertas conformaciones locales no repetitivas en donde la cadena cambia de manera 
abrupta de dirección; estos elementos, conocidos como asas, se encuentran con 
frecuencia en la superficie de la molécula, conectando hélices a y hebras PB. Existen 
varios tipos de asas, uno de los más conocidos son los giros o vueltas P, en los cuales se 


forma un puente de hidrógeno entre el C = O del primer residuo y el NH del cuarto 
residuo. 


Estructura terciaria y dominios 
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La estructura terciaria de una proteína es determinada por el arreglo de los diferentes 
elementos de estructura secundaria en el espacio. Las proteínas globulares se pliegan en 
dominios compactos que comprenden entre 40 y 300 aminoácidos. Los aminoácidos 
comprendidos en un dominio muestran más interacciones entre ellos que con el resto de 
la cadena. Para adoptar una forma compacta, la cadena atraviesa el glóbulo de un lado a 
otro en forma de hélices a o hebras B, estos elementos regulares se empaquetan para 
formar el interior de la proteína y se conectan en la superficie de la molécula mediante 
giros y asas que modifican la dirección de la cadena (figura 8-24). Los dominios se 
clasifican en función del tipo de estructura secundaria que contienen (figura 8-25). El 
interior de la proteína se forma mediante las interacciones de las cadenas laterales. Los 
grupos no polares se empaquetan en el interior, inaccesibles a las moléculas del solvente, 
formando el núcleo hidrofóbico de la proteína, mientras que los grupos polares que 
permanecen en el interior de la molécula forman puentes de hidrógeno. La superficie de 
las proteínas está compuesta por giros, asas y la cara polar de las hélices a y hebras $ 
anfipáticas (con una cara polar y otra hidrofóbica). Casi todos los grupos cargados de 
Arg, Lys, His, Glu y Asp muestran su grupo lonizado en la superficie de la proteína 
formando puentes de sal o puentes de hidrógeno, mientras que las regiones no polares de 
estas cadenas laterales forman interacciones de van der Waals. A pesar de esta tendencia 
a esconder los grupos no polares y exponer a los polares, casi la mitad del área accesible 
al solvente está dada por átomos no polares; esto se debe a que incluso los aminoácidos 
polares contienen grupos no polares. 


Palos Esferas Listones 


Figura 8-24. Diferentes representaciones de un dominio globular compacto. 
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Figura 8-25. Clasificación estructural de los dominios de las proteínas. 
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Estructura cuaternaria y formación de complejos 
multienzimáticos 


Se estima que en £. coli sólo 20% de las proteínas son monoméricas, el resto son 
proteínas oligoméricas, esto es, formadas por la asociación no covalente de dos o más 
cadenas polipeptídicas, llamadas subunidades. La estructura cuaternaria de dichas 
proteínas está dada por el número y la orientación relativa de las subunidades. Los 
oligómeros más sencillos y abundantes son los dímeros, formados por dos subunidades 
idénticas (homodímeros) (figura 8-26) o diferentes (heterodímeros). También hay 
trímeros, tetrámeros y complejos macromoleculares formados por decenas de 
subunidades, como las cápsides virales. Las interacciones observadas en las regiones de 
contacto entre las subunidades son semejantes a las que se presentan en el interior de los 
monómeros. En ellas predominan las interacciones entre grupos no polares, aunque 
también se observan puentes de hidrógeno, interacciones entre grupos cargados y 
puentes disulfuro. 


A B 

Humano IGT Homo sapiens (humano) 
Chimpancé IGT Pan troglodytes (chimpancé) 
Conejo ITT Oryctolagus cuniculus (conejo) 
Ratón ICT Mus musculus (ratón) 


Pollo IHT Gallus gallus (pollo) 

Mosca AKT Zea mays (maiz) 

E. coli VSN Oryza sativa (arroz) 
Arabidopsis thaliana (planta) 
Schizosaccharomyces pombe (levadura) 
Aspergillus nidulans (hongo) 
Saccharomyces cerevisiae (levadura) 


Trypanosoma cruzi 
Trypanosoma brucei 
Giardia lamblia 

Bacillus stearothermophilus 
Thermotoga maritima 
Mycobacterium tuberculosis 
Vibrio cholerae 

Escherichia coli 
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Figura 8-26. A) Alineamiento múltiple de un segmento de la triosafosfato isomerasa de diversas especies. B) 
Arbol filogenético construido a partir de las secuencias mostradas en A. C) Comparación de la estructura 
tridimensional de un monómero de la triosafosfato isomerasa de E. coli y H. sapiens. 
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Propiedades dinámicas y fluctuaciones temporales de las 
proteínas 


Mediante la combinación de varias técnicas espectroscópicas se ha demostrado que las 
proteínas son entes dinámicos, que sufren movimientos continuos en escalas de tiempo 
variables. Diferentes regiones de la molécula muestran distintos grados de flexibilidad. 
Mientras las cadenas laterales expuestas al solvente tienen movilidad cercana a la de los 
aminoácidos libres en solución, el movimiento de los grupos en el interior hidrófobo de la 
proteína es más lento, debido a que requiere del movimiento concertado de diferentes 
regiones de la molécula. Estas fluctuaciones temporales permiten a las proteínas llevar a 
cabo sinfín de funciones. 
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Evolución molecular y comparación de secuencias 


Todos los seres vivos son semejantes a nivel molecular. En este planeta, todos utilizan las 
mismas D-ribosas en los ácidos nucleicos y los mismos L-aminoácidos en las proteínas. 
Al comparar las capacidades bioquímicas de diferentes especies, se encuentran 
semejanzas en los componentes de las vías metabólicas. La estructura primaria de las 
proteínas utilizadas para producir metabolitos y transducir energía es semejante en 
diferentes especies. La secuencia actual de una proteína particular es el producto de 
mutaciones de un gen ancestral. Debido a esto, la misma función se lleva a cabo en 
diferentes organismos utilizando proteínas similares con distintas secuencias. La 
comparación de secuencias de DNA y proteínas muestra que todos los organismos 
conocidos están relacionados y provienen de un ancestro común, que contaba con la 
maquinaria molecular necesaria para realizar todas las funciones bioquímicas básicas. Los 
componentes esenciales de este organismo, es decir, nucleótidos, aminoácidos, aparato 
genético y sistema para sintetizar proteínas, deben haberse iniciado hace unos tres mil 
millones de años. Se consideran proteínas homólogas las que provienen del mismo gen 
ancestral. A mayor semejanza, mayor el parentesco evolutivo. Se tiene por ejemplo la 
enzima glucolítica triosafosfato isomerasa. Esta proteína se ha encontrado en todas las 
especies en que se le ha buscado, y en la mayoría de ellas la enzima es un homodímero, 
si bien es tetramérica en algunas arqueas y bacterias hipertermófilas. Al alinear la 
secuencia de aminoácidos de la triosafosfato isomerasa (TIM) proveniente de diversas 
especies, se observan regiones no conservadas; es decir, posiciones en las que diferentes 
especies presentan distintos aminoácidos. Existen también posiciones conservadas, en las 
que se observan aminoácidos con características químicas semejantes. Por último, hay 
posiciones conservadas de forma estricta en los sitios en que se observa el mismo 
aminoácido en todas las secuencias analizadas (figura 8-264). Debido a que el material 
genético está expuesto de manera continua a mutaciones, los aminoácidos conservados 
son aquellos indispensables para la función o la estructura de la proteína. La similitud en 
la secuencia de aminoácidos se utiliza para construir un árbol filogenético, que muestra 
las relaciones de ancestría entre diferentes especies (figura 8-26B). Por ejemplo, la TIM 
del ser humano y la TIM de chimpancé presentan la misma secuencia, es decir, las dos 
moléculas son idénticas. Al comparar la TIM humana con la TIM de especies menos 
relacionadas, el número de sustituciones aumenta. La TIM humana difiere en cuatro 
aminoácidos de la TIM de conejo, en 86 con respecto a la TIM de mosca y en 142 con 
respecto a la TIM de E. coli. Más de 50% de los aminoácidos de la TIM humana son 
diferentes de los encontrados en la TIM de ŒE. coli; sin embargo, la estructura 
tridimensional de estas proteínas es muy semejante (figura 8-26C). Las relaciones 
filogenéticas entre los seres vivos se determinaron en un principio a partir de la 
comparación de organismos y el registro fósil; esta información se ha ampliado gracias a 
la comparación de secuencias de proteínas y ácidos nucleicos de diferentes especies. El 
número de diferencias entre proteínas homólogas provenientes de varias especies está 
relacionado con el parentesco evolutivo entre ellas. 
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e Preguntas de reforzamiento 


1 ¿Qué tipo de interacciones determinan la estructura del estado nativo de las proteínas? 
2 ¿Cuáles son las metodologías más utilizadas en la purificación de proteínas? 
3 ¿Qué niveles de organización es posible observar en la estructura de las proteínas? 

Ú gan p 


4 ¿Qué información es posible obtener mediante el alineamiento de secuencias de proteínas homólogas? 
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e Plegamiento de proteínas 

e Proteínas fibrosas y globulares 

e Proteínas estructurales 

e Proteínas de transporte 

e Evolución e ingeniería de proteínas 

e Proteínas catalíticas: enzimas 

e Proteínas de reconocimiento: inmunoglobulinas 
e Proteínas motoras: actina y miosina 

e Proteínas de señalización 

e Degradación y envejecimiento de proteínas 


e ra clave 


1 El plegamiento es el proceso por el cual las proteínas adquieren su estructura funcional. La secuencia de aminoácidos determina 
la conformación nativa de las proteínas. 


2 El estado nativo no siempre es el estado de mínima energía. 
3 El plegamiento adecuado de las proteínas in vivo requiere de varios cofactores celulares. 


Á El impedimento estérico se refiere al hecho de que dos átomos no pueden ocupar el mismo espacio, por lo tanto, la presencia de 
un átomo impide la presencia de otros. 


5 Un cofactor es una molécula no proteica que se requiere para la función de una proteína, pueden ser lones metálicos o moléculas 
orgánicas. 
6 Un grupo prostético es un cofactor que se une fuertemente a la proteína para su funcionamiento. 


7 El grupo hemo es un grupo prostético formado por un átomo de hierro y cuatro anillos pirrólicos. 


8 La hemoglobina puede estar en conformación T tensa cuando hay poco oxígeno o en conformación R relajada cuando hay mucho 
oxígeno. La conformación R tiene mayor afinidad por el oxígeno. 


9 La hemoglobina en su forma R lleva el oxígeno desde los pulmones a los músculos, mientras que en su forma T une el CO» y lo 
lleva desde los tejidos al pulmón. 


10 Las hormonas son moléculas que comunican unos órganos con otros y regulan la fisiología de un organismo. 
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La salud está relacionada con la eficacia funcional y metabólica de los organismos. La 
delgada línea que separa la patología del funcionamiento normal depende de la actuación 
concertada de nuestras proteínas y de la interacción de éstas con las proteínas de otros 
organismos. A nivel molecular, las proteínas llevan a cabo labores biológicas como la 
catálisis, el soporte, el transporte y la señalización gracias a la estructura que presentan en 
el estado nativo, un colectivo de conformaciones que hacen posible el reconocimiento 
molecular y la transformación de moléculas. En este capítulo se describen ejemplos de 
las funciones realizadas por proteínas en la conformación nativa, así como las 
disfunciones causadas cuando el plegamiento no lleva al estado nativo. No todas las 
proteínas están presentes durante todo el desarrollo ni en todos los tipos celulares, por lo 
que resulta muy importante la regulación de cuándo y dónde está cada proteína, para 
esto hay varios procesos relevantes como los mecanismos de regulación de la expresión 
genética (capítulo 32), la regulación de las enzimas (capítulo 11), y los mecanismos de 
degradación de las proteínas; la parte final del capítulo describe los mecanismos que 
median la degradación y el envejecimiento de las proteínas. 
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Plegamiento de proteínas 


Para que las proteínas lleven a cabo su función se requiere que tengan una estructura 
tridimensional precisa. El ribosoma sintetiza las proteínas de manera lineal, forma 
cadenas de aminoácidos mediante la síntesis de los enlaces peptídicos. A continuación la 
cadena debe adquirir su conformación funcional o nativa, proceso al que se le llama 
plegamiento de proteínas. En 1961 Anfinsen demostró que el plegamiento de las 
proteínas puede llevarse a cabo in vitro, esto es, en un tubo de ensayo que sólo contiene 
moléculas de proteína en un ambiente acuoso. Esto quiere decir que la adopción de la 
estructura nativa no requiere cofactores celulares o entrada de energía, y que la 
información necesaria para el plegamiento de la molécula se encuentra en su estructura 
primaria. Además, ya que la proteína adopta de manera espontánea la conformación 
nativa, ésta debe localizarse en un mínimo de energía, a este razonamiento se le conoce 
como la “hipótesis termodinámica de plegamiento”. La conformación nativa es favorable 
de manera energética, ya que en ella los grupos no polares se encuentran escondidos del 
solvente en el interior de la molécula, mientras que los polares forman interacciones 
electroestáticas favorables (figura 9-1). 


Proteína desplegada Proteína plegada 
en un ambiente acuoso 


Polares 


| O al exterior 
Cadenas laterales Hidrofóbicas 


polares Cadenas laterales al interior 
hidrofóbicas 


Figura 9-1. Diagrama esquemático que muestra la localización de las cadenas laterales polares y no polares en los 
estados desplegado y nativo. 


En soluciones acuosas diluidas, las proteínas monoméricas pequeñas pueden plegarse 
en unos cuantos milisegundos, pero el plegamiento de proteínas oligoméricas 
multidominio puede llevar minutos u horas. La adquisición del estado nativo es más 
demandante en el interior de la célula, donde existe una gran concentración de proteínas 
(300 a 400 g/L), lo cual facilita la formación de interacciones intermoleculares no nativas. 
En el interior de la célula, ciertos pasos del plegamiento son catalizados por enzimas 
como la peptidil-prolil-cis-trans-isomerasa, que como su nombre indica, cambia la 
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conformación de las prolinas de cis a trans, y la proteína isomerasa de disulfuros que 
rompe enlaces disulfuro, permitiendo que éstos se vuelvan a formar entre cisteínas 
diferentes; mientras que otro grupo de proteínas, conocidas como “chaperonas” o 
“chaperoninas”, evitan la agregación irreversible de las proteínas durante condiciones 
ambientales extremas. Por lo tanto, aunque una gran variedad de proteínas adoptan in 
vitro la conformación nativa, el plegamiento in vivo está regulado por diversas proteínas. 
En años recientes se ha acuñado el término “proteóstasis” para referirse al control de 
concentración, conformación, interacción y localización de las proteínas. La proteóstasis 
se lleva a cabo por chaperoninas y otra gran cantidad de efectores, y es un mecanismo 
que permite el mantenimiento adecuado de la conformación de las proteínas. Deficiencias 
en su control son responsables de alteraciones metabólicas, oncológicas o 
neurodegenerativas relacionadas con la edad; tal es el caso de varias de las enfermedades 
del plegamiento anómalo mencionadas en el cuadro clínico. 


curo clínico 


El plegamiento incorrecto de las proteínas o plegopatías 


En ciertas condiciones el plegamiento se da de manera incorrecta, dando lugar a otras conformaciones estables (no funcionales) que 
pueden o no ser intermediarios del estado nativo. Por ello, la célula cuenta con mecanismos para evitar y revertir el plegamiento 
incorrecto de las proteínas; a pesar de esto, en los últimos años se ha descubierto un gran número de “enfermedades del 
plegamiento anómalo de las proteínas”. En estas patologías las proteínas adoptan un estado de mínima energía diferente al estado 
nativo, el cual se estabiliza por la interacción con otras moléculas, formando agregados fibrilares ordenados, solubles o insolubles, 
ricos en hebras f, llamados amiloides (figura 9-2). Estas patologías pueden tener un origen genético, esporádico o infeccioso. Las 
patologías del plegamiento neurodegenerativas involucran la agregación de proteínas en el sistema nervioso central; en contraste, en 
las patologías no neurodegenerativas localizadas, la agregación de proteína se da en otro órgano. Por último, en las patologías no 
neurodegenerativas sistémicas, la agregación de proteínas se lleva a cabo en diferentes órganos a la vez. Entre las enfermedades de 
plegamiento más conocidas se encuentran la enfermedad de Alzheimer, encefalopatía espongiforme bovina (enfermedad de las vacas 
locas), diabetes tipo II, cataratas y amiloidosis (cuadro 9-1). Aunque en un principio se pensó que las conformaciones amiloides 
son patógenas de manera intrínseca, en la actualidad existe controversia, ya que se sabe que algunos intermediarios prefibrilares son 
en extremo tóxicos, por lo que la formación de amiloides es quizás un mecanismo biológico para secuestrar los intermediarios 
tóxicos y evitar daños mayores. Por otra parte, se han encontrado fibras amiloides funcionales en bacterias, hongos y animales. 


264, 
booksmedicos.org 


Nativo 


t 
L 


Intermediario 


y 


Desplegado 


Fibra 
amiloide 


Figura 9-2. Las fibras amiloides son un estado de mínima energía que se forma a partir de las conformaciones 


presentes en la vía del plegamiento. 


Cuadro 9-1. Precursores de amiloide 


Enfermedad de Alzheimer 


Encefalop atías 
espongiformes 


Enfermedad de Parkinson 


Demencia con cuerpos de 
Lewis 


Demencia frontotemp oral 
con parkinsonismo 


Esclerosis amiotrófica lateral 


Enfermedad de Huntington 


Péptido amiloide/intrínsecamente desordenada 


Proteína prión/intrínsecamente desordenada y hélice a 


a Sinucleína/intríinsecamente desordenada 


a Sinucleína/intríinsecamente desordenada 
Tau/intrínsecamente desordenada 


Sup eróxido dismutasa/sándwich ß tipo inmunoglobulina 


Huntingtina con expansión de poliQ/en su may oría intrínsecamente 
desordenada 
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Esp orádical 


Esporádica!, 5% de los 
casos son latrógenos 


Esp orádica! 


Esp orádica! 
| 
Esporádica 


Esp orádica! 


Hereditaria? 


Ataxias esp inocerebelosas Ataxinas con expansión de poliQ/contiene un dominio barril f Beet M 
abierto, el resto es desconocido 

Ataxias espinocerebelosas 17 Proteína de unión a la caja TATA con expansión de poliQ/contiene Heredian 
un dominio a + f, el resto es desconocido 

Atrofia muscular espinal Receptor de andrógenos con expansión de poliQ/contiene un FER 

bulbar dominio a, el resto es desconocido 

Amiloidosis AL Cadena ligera de anticuerpos/sándwich f tipo inmunoglobulina Esporádi ca! 

Amiloidosis AA Proteína amiloide A del suero/todo a Esp adica 

Fiebre familiar mediterránea Proteína amiloide A del suero/todo a. Esp orádica! 

Amiloidosis senil sistémica Transtirretina silvestre/todo a, tipo prealbúmina Esp lie! 

Polineuropatía familiar Mutantes de transtirretina/todo a, tipo prealbúmina rias 

amiloidótica 

Amiloidosis relacionada con  fB>7-microglobulina/sándwich f tipo inmunoglobulina Esporádi a 

hemodiálisis 

Amiloidosis Apo Al Fragmento N-terminal de la apolipoproteína Al/intrínsecamente Ecler 
desordenada 

Amiloidosis Apo AII Fragmento N-terminal de la apolipoproteína All/desconocida FER 

Amiloidosis Apo AIV Fragmento N-terminal de la apolipoproteína AIV/desconocida Esporádi ca! 

Amiloidosis por lisozima Mutantes de lisozima/a + P Esporádica! 

Amiloidosis por fibrinógeno Variantes de la cadena f del fibrinógeno/desconocida Esporádi cal 

Diabetes tipo II Amilina/intrínsecamente desordenada Esp el 

Carcinoma medular de la Calcitonina/intrínsecamente desordenada Esporádi cal 

tiroides 

Amiloidosis atrial Factor natriurético auricular/intrinsecamente desordenada Esp AL 

Hemorragia cerebral Mutantes del péptido ß amiloide/intrínsecamente desordenada Heredia 

hereditaria con amiloidosis 

Prolactinoma hipofisario Prolactina/todo a Tec 

Distrofia corneal hereditaria En especial fragmento C terminal de la queratoepitelina/desconocida Esporádi cal 

Amiloidosis corneal asociada Lactoferrina/a+ ß Esporádi al 

a triquiasis 

Cataratas y-Cristalina/todo f, tipo cristalino Esp orádica! 

Proteinosis pulmonar Proteína C surfactante del pulmón/desconocida 

alveolar 

Miositis asociada a cuerpos Péptido ß amiloide/intrinsecamente desordenada Esporádi al 


de inclusión 
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Amiloidosis cutánea de Queratinas/desconocida 


E Es porádica! 
liquen 


Chiti and Dobson Ann Rev Biochem 2006;75:333-366. 

1 Patologías esporádicas de forma predominante, aunque en algunos casos se han documentado formas hereditarias asociadas a 
mutaciones específicas. 

2 Patologías predominantes hereditarias, aunque en algunos casos se han documentado formas esporádicas. 
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Proteínas fibrosas y globulares 


Las proteínas se clasifican, con base en su estructura, en fibrosas y globulares. Las 
proteínas fibrosas, que en general tienen funciones de soporte, están formadas por la 
repetición de elementos de estructura secundaria, hélices a u hojas $, en forma de fibras. 
En contraste, las proteínas globulares están formadas por elementos de estructura 
secundaria que adoptan una conformación compacta. A continuación se muestran 
ejemplos de proteínas pertenecientes a ambas familias. 
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Proteínas estructurales 


a-queratina 


La a-queratina es una proteína fibrosa presente en todos los vertebrados; es el 
componente principal de la región callosa externa de epidermis, cabellos, uñas, cuernos, 
plumas y pezuñas. Mediante estudios de microscopia electrónica se ha determinado que 
la a-queratina adopta estructuras jerárquicas. Por ejemplo, cada cabello está formado por 
macrofibrillas (200 nm de diámetro), que a su vez están formadas por microfibrillas (8 
nm de diámetro), unidas entre sí por una matriz proteínica amorfa con un contenido alto 
de azufre. Cada microfibrilla consiste en cuatro protofilamentos organizados en un anillo; 
los protofilamentos están formados por un par de superhélices (figura 9-3). Cada 
superhélice está constituida por una hélice tipo I y una hélice tipo II de queratina. La 
estructura primaria de la a-queratina muestra unidades seudorrepetitivas de siete 
aminoácidos a, b, c, d, e, f, g con residuos no polares en las posiciones a y d. Estos dos 
residuos forman una cara de la hélice, que se asocia con la cara hidrófoba de la hélice 
adyacente (figura 9-3). La ondulación del cabello, característica macroscópica que se 
observa a simple vista, está determinada de forma parcial por el patrón de puentes 
disulfuro entre hélices de a-queratina adyacentes. Debido a que el estado de oxidación de 
las cisteínas depende de las condiciones del medio, es posible romper los puentes 
disulfuro utilizando agentes reductores como mercaptanos y temperaturas altas. Si se 
trata el cabello con calor y reductores, las hélices de la a-queratina se desenrollan de 
forma parcial; así, el cabello puede manipularse para adoptar una forma diferente, como 
sucedería al enrollarlo en un tubo. Más tarde, al reoxidar el cabello en la nueva forma, los 
disulfuros se restablecen y se estabiliza la conformación artificial, por lo que, al quitar los 
tubos, el rizado permanece. 
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Hélices de «-queratina 


Tipo1+ Tipo 2 


“—> N-Terminal (cabeza) 
Hélice de 

«— hélices 
(superhélice) 


—> C-Terminal (cola) 


“— Protofilamento 


«— Microfibrilla 


Figura 9-3. Organización molecular y macroscópica del cabello. A) Dos hélices de a-queratina se asocian 
mediante interacciones entre los grupos no polares “a” y “d” para formar una superhélice. B) Los extremos N y 
C de un par de superhélices se apilan “cabeza con cola” para formar un protofilamento. C) Los protofilamentos 
se asocian para formar una microfibrilla. D) Las microfibrillas se agrupan para formar una macrofibrilla, varias 

macrofibrillas se empacan dentro de las células muertas que forman el cabello. 


Colágeno 
El colágeno es la proteína más abundante en los vertebrados. Es una proteína fibrosa, 
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extracelular, insoluble en agua y resistente a todo tipo de tensiones. Se encuentra en casi 
todos los tejidos y forma tendones y cartílagos; es además el componente orgánico de la 
matriz de los huesos. Existen varios tipos de colágeno adaptados para diferentes 
funciones. El tipo I está formado por moléculas de alrededor de 285 kDa plegadas en 
forma de fibras de 1.4 nm de diámetro y cerca de 300 nm de largo. El colágeno adopta 
una conformación helicoidal característica con giro hacia la derecha. Tres hélices de 
colágeno se asocian para formar una superhélice con giro hacia la izquierda, conocida 
como tropocolágeno (figura 9-4). Las hélices de tropocolágeno se asocian para formar 
fibrillas. Tanto las fibrillas como la triple hélice del tropocolágeno están estabilizadas por 
interacciones de van der Waals, puentes de hidrógeno y enlaces covalentes formados por 
derivados de la lisina (allisima y 5-hidroxilisina) (figura 9-54) con la lisina. La estructura del 
colágeno, que depende del tejido y la especie, tiene la secuencia repetitiva común (Gly, 
X, Y), donde X y Y suelen ser prolina e hidroxiprolina, en ese orden. Debido a que la 
hélice de colágeno presenta tres residuos por vuelta, la glicina en la tercera posición es 
indispensable; un aminoácido mayor presentaría impedimentos estéricos. 
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MLSFVDTRTL LLLAVTLCLA TCOSLQEETV RKGPAGDRGP | 


RGERGPPGPP GRDGEDGPTG PPGPPGPPGP PGLGGNFAAQ 
YDGKGVGLGP GPMGLMGPRG PPGAAGAPGP QGFOGPAGEP 
GEPGOTGPAG ARGPAGPPGK AGEDGHPGKP GRPGERG... 
Tropocolágeno | | | 
Fibrilla de Fibra de 
colágeno 


colágeno 


Figura 9-4. A) Representación de listones de la conformación helicoidal con giro a la derecha característica del 

colágeno. B) y C) Superhélice de colágeno. Tres hélices como la mostrada en el panel A se asocian para formar 

una superhélice con giro hacia la izquierda llamada tropocolágeno. D) Secuencia repetitiva del colágeno. E) Las 
superhélices de tropocolágeno se asocian para formar fibrillas que a su vez forman fibras. 
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Figura 9-5. Moléculas involucradas en el metabolismo del colágeno. A) derivados de la lisina y prolina 
encontrados en el colágeno. B) cofactor de la prolilhidroxilasa 


E clínico 


Colágeno y escorbuto 


El escorbuto es una enfermedad asociada con defectos del colágeno, se caracteriza por lesiones en la piel, fragilidad de los vasos 
sanguíneos y escasa regeneración de las heridas; el escorbuto se debe a la falta de vitamina C en la dieta. La hidroxiprolina se genera 
por la modificación de la prolina gracias a la acción de la prolilhidroxilasa, enzima que requiere como cofactor al ácido ascórbico 


(vitamina C) (figura 9-5B). 
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Proteínas de transporte 


Una de las propiedades más interesantes de las proteínas es la unión específica de 
moléculas pequeñas, conocidas como ligandos. Los transportadores biológicos son 
capaces de unirse a un ligando y depositarlo en el sitio adecuado, lo cual implica 
transportarlo unos cuantos nanómetros, como sucede al trasladar moléculas a través de 
una membrana celular (capítulo 15), o varios metros, como el oxígeno en la sangre. Las 
proteínas tienen la capacidad de transportar de manera práctica a cualquier otra molécula: 
agua, gases, iones, metales, carbohidratos o lípidos, por ejemplo. A continuación se 
describen las propiedades de la mioglobina y la hemoglobina, dos proteínas 
transportadoras de O, con las cuales se conocieron por vez primera los principios de la 
estructura de las proteínas. 


Hemoglobina y mioglobina 


Gran parte de la energía que se obtiene de los alimentos requiere del consumo de 
oxígeno. En organismos unicelulares, la difusión pasiva de este gas es suficiente para 
cumplir con los requerimientos celulares; en organismos más complejos, el transporte de 
nutrimentos requiere de un sistema circulatorio. La solubilidad del O, en el plasma 


sanguíneo es muy baja (cerca de 10% M); debido a esto, el transporte de O, se lleva a 
cabo en los eritrocitos, que contienen grandes cantidades de hemoglobina (15 a 16 g/100 
mL). Gracias a este transportador, la concentración de O, en la sangre es cercana a 0.01 
M, semejante a la encontrada en el aire que se respira. La hemoglobina es la proteína 
responsable de la captación de oxígeno en los pulmones y de su transporte hacia el resto 
del organismo. Una proteína semejante, la mioglobina, facilita el transporte de O, a los 
músculos; en ciertas condiciones, la mioglobina funciona además como almacén; tal es el 
caso de las ballenas, focas y otros mamíferos acuáticos, en los cuales la concentración de 
esta proteína en el músculo es 10 veces mayor a la encontrada en los seres humanos. La 
mioglobina es una proteína monomérica, mientras que la hemoglobina es un 
heterotetrámero formado por dos subunidades a y dos P (figura 9-6). La mioglobina y 
cada uno de los monómeros que forman la hemoglobina contienen un grupo prostético 
responsable del color rojo de la sangre: el grupo hemo, capaz de unirse de modo 
covalente a una molécula de O». El grupo hemo contiene un átomo de hierro que por lo 
común permanece en su estado ferroso (Fe?*) y un derivado de la porfirina formado por 
cuatro anillos pirrólicos y por la protoporfirina IX (figura 9-7). La unión del O, modifica el 
ambiente químico y por lo tanto el espectro de absorción del grupo hemo, transformando 
el color violáceo oscuro de la sangre en las venas en el rojo escarlata brillante de la 
sangre en la corriente arterial. 
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Figura 9-6. A) la mioglobina es una proteína monomérica. B) la hemoglobina es un tetrámero formado por dos 
dímeros o/P. En ambas proteínas se muestra el grupo hemo de cada subunidad. 
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Figura 9-7. A) estructura del grupo hemo. B) estructura del grupo hemo en la desoximioglobina; se muestran 
también la histidina proximal y el átomo de Fe?”, C) estructura del grupo hemo en la oxihemoglobina: el O2 unido 
se muestra en esferas rojas. 
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En el ser humano adulto, la hemoglobina está formada por un dímero de dímeros 
(aß). La estructura tridimensional adoptada por los monómeros a y B que forman la 
hemoglobina es semejante a la observada en la mioglobina. Este patrón de plegamiento se 
conoce como patrón de las globinas. Las semejanzas estructurales se observan a pesar de 
las diferencias en la estructura primaria; la secuencia de la mioglobina y de las 
subunidades a y P de la hemoglobina es igual sólo en 27 posiciones; de ellas, apenas 
cinco están conservadas en todos los vertebrados. En el tetrámero de la hemoglobina 
cada subunidad se mantiene unida mediante enlaces no covalentes a los otros tres 
monómeros. 

La oxigenación del monómero de la mioglobina sólo modifica la estructura alrededor 
del hemo; en contraste, la oxigenación de la hemoglobina modifica también la estructura 
cuaternaria. En particular, la interfaz al-f$2 y su complementaria a2-f$1 difieren en la 
conformación T o tensa de la desoxihemoglobina, con respecto a la conformación R o 
relajada que se observa en la oxihemoglobina. La oxigenación produce una rotación de 
15° del dímero a1-P1 con respecto al dimero a2-P2 (figura 9-8). La transición entre ambos 
confórmeros es modulada por la concentración de oxígeno; la conformación R se une al 
oxígeno con mayor afinidad, por lo que es la predominante cuando la concentración de 
O, es alta. Debido al empaquetamiento del interior de la proteína, los cambios en la 
conformación R son concertados; es decir, la modificación de una región de la cadena 
facilita y requiere de su reacomodo en otros sectores. 
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Conformación R 


Figura 9-8. Cambios conformacionales en la transición T-R de la hemoglobina. Como resultado de la unión de 


O» el dimero a2-ß2 gira 150 con respecto al dimero al-ß1. 
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El patrón de unión del O, a la mioglobina se describe de manera adecuada con base en 
el siguiente equilibrio: 


Mb + O2 S& MbO, 


Debido a que el O, es un gas, su concentración está definida por su presión parcial pO». 
Se define p50 como el valor de pO, al cual la mitad de los sitios se encuentran ocupados. 
Esta función describe una hipérbola que representa de manera adecuada la unión de O, a 
la mioglobina con una p50 de 2.8 torr (760 torr = 1 atm) (figura 9-94). Debido a que la 
pO» en la corriente venosa y arterial varía entre 30 y 100 torr, la mioglobina capta de 
manera eficiente el oxígeno libre en la sangre. El patrón hiperbólico de la mioglobina 
resulta de la unión de O, por un solo sitio. En contraste, la unión de O, a la hemoglobina 
muestra un patrón de unión sigmoide, característico de una transición con cooperatividad 
positiva; esto es, la unión de las primeras moléculas de O, facilita la unión de las 
siguientes (figura 9-94). Gracias a esto, la hemoglobina es un transportador eficiente, ya 
que es capaz de saturarse de O, en los pulmones y de liberar este gas de modo paulatino 
en los tejidos, a medida que la pO, disminuye. El patrón de unión resultante es la 
combinación de las afinidades de las formas T y R (figura 9-9B), presentes en ausencia de 
oxígeno y a saturación, en ese orden. La cooperatividad entre las subunidades puede 
explicarse con el modelo simétrico de Monod, Wyman y Changeux; en este modelo la 
hemoglobina sólo puede existir en dos conformaciones, aquella en la cual las cuatro 
subunidades presentan el confórmero T o aquella que tiene las subunidades en el 
confórmero R, y no existen moléculas de hemoglobina en las que el estado R y el T 
coexistan (figura 9-10). La presencia del ligando favorece la conversión a la forma R. 
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Figura 9-9. Unión de O2 a la mioglobina y a la hemoglobina. A) Las gráficas muestran la fracción de sitios 
ocupados por el O2 (YO2) como función de la presión parcial de O2 (pO2). El patrón hiperbólico mostrado por la 
mioglobina resulta de la unión de O a sitios independientes. En contraste, la hemoglobina muestra cooperatividad 


positiva en la unión de O2. B) La cooperatividad positiva como resultante de las afinidades de las formas T y R. 
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Figura 9-10. Modelos de cooperatividad. A) En el modelo simétrico (MWC) las únicas especies estables son R4 
(círculos) y T4 (cuadros). B) En el modelo secuencial (KNF) coexisten subunidades T y R en la misma molécula 
(T3R, T2R2, TR3). 


Además de transportar oxígeno desde los pulmones hacia los tejidos, la hemoglobina 
transporta CO, y H*, desde los tejidos hacia los pulmones y los riñones. La solubilidad 
del CO), es muy baja; sin embargo, la anhidrasa carbónica lo convierte en el ion 
bicarbonato mediante la reacción CO, + H2O > H* + HCO; ^. La solubilización del CO, 
y la formación de ácido láctico aumentan la concentración de H* en el músculo. La 
disminución del pH y la concentración alta de CO, en los tejidos periféricos desplazan el 
equilibrio conformacional de la hemoglobina hacia la forma T (figura 9-11) y debido a esto, 
en los tejidos periféricos la hemoglobina libera el O, y se une tanto a protones como a 
CO». En los capilares de los pulmones disminuye la concentración de protones y 
aumenta la concentración de O»; así, el equilibrio se desplaza hacia la forma R, y la 
hemoglobina libera al CO, y se recarga con oxígeno. El efecto del CO, y del pH sobre la 
captación de oxígeno en los pulmones y su liberación en los tejidos se conoce como 
efecto Bóhr. El transporte de oxígeno es regulado también por el 2,3-bisfosfoglicerato 
(BPG) presente en los eritrocitos. Una molécula de BPG se une a cada tetrámero en la 
cavidad central de la forma T. Este sitio de unión no está presente en la forma R, por lo 
que la unión de BPG desplaza el equilibrio hacia el confórmero T (figura 9-12). El BPG es 
un modulador alostérico, debido a que modifica la afinidad por el O», a pesar de que se 
une en un sitio diferente al sitio de unión del O). El BPG facilita la oxigenación en los 
tejidos porque disminuye la afinidad de la hemoglobina por el O». 
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Figura 9-11. Efecto Bohr. Unión de O) a la hemoglobina al variar el pH. La acidez del medio y la concentración 
elevada de CO) en los tejidos periféricos desplazan el equilibrio conformacional de la hemoglobina hacia la forma 
T. Debido a esto, la afinidad de la hemoglobina por el O? disminuye al acidificar el medio. 
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Figura 9-12. Desplazamiento del equilibrio hacia la forma “T” debido a la unión del 2,3-bisfosfoglicerato. 


En la etapa fetal, el oxígeno en la sangre de la madre se transfiere a la sangre del 
embrión a través de la placenta; este intercambio es posible, ya que la afinidad por el O, 
es mayor en la hemoglobina fetal que en la materna. La hemoglobina fetal presenta dos 
subunidades a y dos y; debido a esto, su cavidad central tiene una menor afinidad por 
BPG, lo cual le confiere una mayor afinidad por el oxígeno, y gracias a ello, la 
hemoglobina fetal es capaz de captar este gas a partir de la hemoglobina materna. 
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Evolución e ingeniería de proteínas 


Los cocodrilos pueden permanecer bajo el agua por más de una hora; sin embargo, la 
concentración de mioglobina en sus músculos es 100 veces menor a la encontrada en los 
mamíferos marinos. En los periodos subacuáticos, la oxigenación adecuada de los tejidos 
del cocodrilo se debe a la regulación eficiente en la afinidad de la hemoglobina por el O,. 
En otros vertebrados, la unión de fosfatos orgánicos, como el BPG, disminuye la 
afinidad de la hemoglobina por el oxígeno; en el caso del cocodrilo, dos iones bicarbonato 
se unen a la interfaz al-ß2 del tetrámero, lo que aumenta la eficiencia en la liberación del 
oxígeno. ¿Cuántos cambios se requieren en la secuencia de la hemoglobina humana para 
que esta molécula adquiera la capacidad de unirse a iones bicarbonato? Ésta y otras 
preguntas se pueden estudiar mediante ingeniería de proteínas, un grupo de técnicas de 
biología molecular que permiten la modificación de aminoácidos particulares en la 
estructura primaria de las proteínas. En el caso de la hemoglobina humana se requieren 
sólo 12 sustituciones para crear una molécula con las propiedades observadas en la 
hemoglobina del cocodrilo, capaz de disminuir su afinidad por el O), mediante la unión de 
iones bicarbonato. Estos resultados muestran que es posible modificar una función 
existente mutando algunos aminoácidos de la secuencia. En la actualidad es posible 
utilizar métodos computacionales para diseñar proteínas de novo, esto es, se diseña el 
esqueleto para una estructura particular y después se busca, mediante un muestreo 
computacional, la secuencia de menor energía capaz de adoptar esa estructura. Con este 
método se han diseñado un gran número de proteínas que presentan variaciones con 
respecto a las topologías encontradas en la naturaleza. También es posible diseñar 
enzimas con actividades catalíticas no mostradas en las enzimas naturales. Aunque la 
actividad catalítica de las enzimas diseñadas a la fecha no es elevada, es claro que el 
diseño de proteínas nuevas es una de las áreas más prometedoras de la bioquímica 
contemporánea. 


eE clínico 


Anemia falciforme 


La actividad de las proteínas requiere la acción concertada de diferentes regiones de la molécula. Por lo tanto, variaciones 
localizadas en la secuencia modifican la estructura y el funcionamiento de las proteínas, causando las llamadas enfermedades 
moleculares. A la fecha, se han identificado cientos de enfermedades relacionadas con mutaciones puntuales. Algunas alteraciones 
de la hemoglobina se han estudiado con detalle, como es el caso de la anemia de células falciformes; en los casos más graves de esta 
enfermedad, los individuos heredan de ambos padres una molécula defectuosa de DNA, por lo que sintetizan la forma S de la 
hemoglobina, que muestra un cambio en la posición 6 de las cadenas $, donde el glutamato original es sustituido por el aminoácido 
hidrófobo valina. Esta mutación elimina cuatro cargas negativas por cada tetrámero y produce una zona hidrófoba expuesta al 
solvente. Esta zona hidrófoba es afín a regiones equivalentes en moléculas de hemoglobina vecinas, lo que facilita la agregación 
intermolecular de moléculas de hemoglobina (figura 9-13). Debido a que la concentración de hemoglobina en los eritrocitos es muy 
alta, esta zona hidrófoba facilita la agregación de la desoxihemoglobina S en forma de fibras insolubles, que modifican la forma de 
los eritrocitos y los hacen menos resistentes (figura 9-14). Los pacientes con esta enfermedad presentan graves complicaciones en 
el transporte de oxígeno, y sufren anemia debido a que la rotura de los eritrocitos disminuye el contenido de hemoglobina en sangre. 
La forma alargada que adoptan los eritrocitos bloquea los capilares agravando aún más la enfermedad. 
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Figura 9-13. Hemoglobina S. Se muestra un dímero de hemoglobina. Las cadenas laterales de la valina 6 se 
muestran en esferas y los grupos hemo con varillas. 
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Figura 9-14. En la anemia falciforme, la formación de fibras insolubles de desoxihemoglobina S bloquea los 
capilares sanguíneos. 
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Proteínas catalíticas: enzimas 


La unión de O, a la hemoglobina le permite transportar esta molécula para depositarla en 
otras regiones del organismo. La vida requiere, además del transporte, la transformación 
química de los metabolitos. La mayoría de las enzimas son proteínas globulares que unen 
ligandos y facilitan su transformación específica en otra molécula de interés para el 
organismo. Las enzimas catalizan la formación, rotura y rearreglo de los enlaces 
covalentes necesarios para producir nuevas proteínas, ácidos nucleicos, lípidos y 
carbohidratos, así como para degradar los alimentos o las moléculas que ya no son 
necesarias. En los capítulos 11 y 12 se presentarán los factores responsables de la 
catálisis enzimática, así como los modelos cinéticos que permiten cuantificar la velocidad 
y especificidad de las transformaciones enzimáticas. 


PREA clínico 


Fenilcetonuria 


La fenilcetonuria es una enfermedad congénita causada por la ausencia o disminución de la actividad de la enzima fenilalanina 
hidroxilasa, que participa en la degradación de fenilalanina. La fenilcetonuria se puede detectar mediante un tamiz metabólico 
neonatal que en México se practica de manera obligatoria en los recién nacidos. Una vez detectada la condición se puede tratar 
mediante una dieta baja en fenilalanina. Si este aminoácido se consume sin moderación se acumula en sangre y en cerebro causando 
daños en el sistema nervioso que entre otras puede producir retraso mental del niño. Este aminoácido se encuentra en grandes 
concentraciones en la leche y el huevo, así como en el edulcorante aspartame. Si no se sigue una dieta rigurosa la discapacidad 
mental puede aparecer desde el primer año de vida. 


Mediante análisis computacionales se han identificado 2 709 enzimas diferentes en el 
genoma humano que catalizan 896 reacciones. Estas enzimas están organizadas en 135 
rutas metabólicas que permiten la transformación completa de unas moléculas en otras. 
Comprender el papel de las enzimas y las rutas metabólicas resulta muy relevante, por lo 
que la tercera sección de este libro se dedica a describir con detalle algunas de estas 
rutas. Por ejemplo la ruta metabólica de la glucólisis (capítulo 18) describe la 
transformación de glucosa en piruvato mediante 10 reacciones catalizadas por el mismo 
número de enzimas. Además de las enzimas codificadas en el genoma también son 
importantes para la salud humana las enzimas producidas por las bacterias que se 
encuentran en nuestro intestino, se ha estimado que las bacterias intestinales producen 
alrededor de tres millones de enzimas diferentes que ayudan a la digestión y también a la 
síntesis de vitaminas. 
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Proteínas de reconocimiento: inmunoglobulinas 


Los anticuerpos son  glucoproteínas globulares que también son llamadas 
inmunoglobulinas (Ig). Estas proteínas se encuentran en el plasma de la sangre y son 
producidas por los linfocitos B. Las inmunoglobulimas forman parte de la respuesta 
humoral del sistema inmune, están formadas por cuatro cadenas polipeptídicas, dos 
cadenas ligeras (alrededor de 220 aminoácidos) y dos cadenas pesadas (aproximada de 
440 aminoácidos), que están unidas entre sí mediante enlaces disulfuro. La función de 
los anticuerpos es reconocer con gran afinidad las moléculas de entes extraños al cuerpo 
como son proteínas, carbohidratos o microorganismos. Las inmunoglobulinas tienen 
forma de Y, se dice que son bivalentes pues en las dos regiones superiores (fragmentos 
de unión a antígenos, Fab) unen a los antígenos (virus y bacterias) mientras que la base 
(fragmento cristalizable, Fc) es reconocida por los macrófagos o neutrófilos que fagocitan 
al antígeno marcado con los anticuerpos (figura 9-15) Las inmunoglobulinas son 
elucoproteínas porque tienen azúcares unidos de forma covalente en la región Fc. 
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| Cadena 
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Figura 9-15. Esquema de la estructura de los anticuerpos. Se muestran las cadenas pesadas y ligeras, así como 
los sitios de unión al antígeno, formados por las regiones variables de ambas cadenas. 


De manera constante se producen en la médula ósea linfocitos B inmaduros, cada 
linfocito B produce un anticuerpo diferente con capacidades de unión diferentes. Sólo 
aquellos linfocitos B inmaduros que reconocen a algún antígeno proliferan y producen 
tanto células de memoria como células secretoras de anticuerpos. Los linfocitos B 
inmaduros que no producen anticuerpos útiles, mueren sin proliferar. Las células de 
memoria permitirán responder de manera rápida y eficiente si el mismo patógeno vuelve 
a invadir. 

Existen cinco isotipos de anticuerpos diferentes en los humanos. Las IgG son las que 
están en mayor concentración en la sangre y sirven para combatir a los patógenos; 
además son las únicas que atraviesan la placenta. Las IgE unen a los alérgenos activando 
la liberación de la histamina y produciendo las alergias; las IgM participan en la respuesta 
rápida a los patógenos; las IgA se producen en las mucosas y las IgD son receptores en 
los Iinfocitos B. 

Debido a la alta afinidad y especificidad de los anticuerpos éstos se usan de manera 
sistemática en pruebas clínicas. Por ejemplo, las de embarazo y las de VIH dependen de 
anticuerpos que en el primer caso reconocen la presencia de la hormona gonadotropina 
coriónica humana y en el segundo detectan anticuerpos antiVIH. 
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Proteínas motoras: actina y miosina 


Todos los movimientos que se llevan a cabo, tanto los voluntarios como los 
involuntarios, requieren de la acción concertada de la actina y la miosina. La forma de las 
células en animales, plantas y hongos, se debe al citoesqueleto, formado, entre otros 
componentes, por una red de filamentos de actina. Los filamentos de actina proporcionan 
también la base para la formación de estructuras que protruden de la membrana celular 
como las microvellosidades de las células intestinales o los seudópodos de las amibas. 
Los filamentos de actina se forman mediante la asociación no covalente y reversible de 
las moléculas de actina monoméricas. Los monómeros de actina son moléculas en forma 
de “U” que tienen la capacidad de unir ATP. En presencia de este nucleótido, las 
subunidades de actina permanecen ensambladas; sin embargo, cuando el ATP es 
hidrolizado a ADP los monómeros pierden afinidad por los otros monómeros, lo cual 
promueve la disociación de la fibra. Este equilibrio dinámico asociado al consumo de 
ATP, permite que las redes de filamentos de actina se remodelen de forma continua. Los 
filamentos de actina son también esenciales para la contracción muscular gracias a su 
interacción con los filamentos de miosina (figura 9-164). La miosina es una proteína que 
funciona como motor molecular, que es capaz de transformar la energía química 
contenida en el ATP en movimiento. La miosina es una complejo oligomérico formado 
por dos cadenas pesadas y cuatro ligeras que se pliegan formando un dominio motor y 
una cola larga. Cerca de 300 moléculas de miosina se asocian mediante sus colas para 
formar un filamento mientras que los dominios motores se proyectan al exterior para 
interaccionar con los filamentos de actina. La hidrólisis del ATP ocasiona un cambio 
conformacional hacia la forma flexionada lo que permite la interacción con el filamento 
de actina, la liberación del fosfato conduce a la forma rígida, la cual desplaza a la 
molécula de miosina sobre el filamento de actina dando lugar a la contracción muscular 
(figura 9-16B). 
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Figura 9-16. A) esquema de la interacción entre los filamentos de actina y los filamentos de miosina. B) 
modificación de la interacción entre los filamentos de actina y miosina durante a contracción y relajación 
muscular. 
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Proteínas de señalización 


Algunas hormonas son proteínas, por ejemplo la insulina, la hormona de crecimiento o la 
hormona estimulante del folículo (FSH). Las hormonas se producen en las glándulas y 
viajan a través del torrente sanguíneo. Una vez en el torrente sanguíneo deben ser 
reconocidas por proteínas receptoras específicas para cada hormona. Las proteínas 
receptoras pueden ser intracelulares (cuando la hormona puede atravesar la membrana, 
como la tiroxina) o transmembranales. Los receptores transmembranales unen la 
hormona en el exterior celular llevando a cabo un cambio conformacional que es 
detectado al interior celular (figura 9-17). Este proceso continúa mediante cascadas de 
señalización que involucran varias proteínas y la fosforilación de las mismas (capítulos 34 
y 35). La señalización también involucra la acción de proteínas que interactúan con el 
DNA, como los dedos de zinc (capítulo 31). 
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Figura 9-17. Esquema de los eventos asociados a la señalización celular. La hormona interactúa con un receptor, 
el cual modifica su conformación para generar un cambio en las proteínas de señalización intracelular, las cuales 
tienen efecto sobre la actividad enzimática o la regulación génica. 
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a clínico 


La hormona de crecimiento humano es una proteína de 191 aminoácidos secretada por la glándula pituitaria. En niños se encarga del 
crecimiento esquelético mientras que en adultos se relaciona con aumento de masa muscular. Esta hormona también regula el 
metabolismo de lípidos y azúcares estimulando la lipólisis y la glucogenólisis. Cuando existe una deficiencia de la producción de 
esta hormona en niños hay un retraso del crecimiento y los niños presentan una estatura menor (enanismo). 
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Degradación y envejecimiento de proteínas 


Modificación y recambio 


Aunque las proteínas muestran un gran número de funciones y propiedades, por último, 
todas son degradadas, ya sea por las enzimas proteolíticas propias o de otro organismo, o 
por la destrucción no enzimática de sus componentes esenciales. En la mayoría de las 
células existe un recambio normal de proteínas no modificadas. Éstas se degradan de 
manera proteolítica a los aminoácidos que las constituyen, los cuales son utilizados 
después para la síntesis de nuevas proteínas. Desde el punto de vista fisiológico, el 
recambio es muy importante, ya que permite que las células modifiquen la cantidad y el 
tipo de proteínas durante el desarrollo. La velocidad de síntesis y degradación determinan 
la concentración y vida media de las proteínas. En esta sección se hace referencia a los 
mecanismos de degradación. Entre los factores que determinan la longevidad de las 
proteínas está su susceptibilidad al cambio químico (cuadro 9-2). Las proteínas sufren 
modificaciones químicas no enzimáticas, como la desamidación de los residuos de 
asparagina y glutamina, la oxidación del azufre de las cisteínas y metioninas, la 
destrucción de puentes disulfuro y la hidrólisis del enlace peptídico en los residuos de 
aspartato. Estas modificaciones facilitan la degradación proteolítica. La célula cuenta con 
mecanismos de defensa enzimáticos como la catalasa y la superóxido dismutasa, que 


eliminan el peróxido de hidrógeno y el anión superóxido (02”), o tioles como el glutatión. 
A pesar de esto, en ciertas condiciones las proteínas modificadas no son degradadas, por 
lo que la población de moléculas envejece. Tal es el caso en la triosafosfato isomerasa 
(TIM); esta enzima sufre la desamidación de un par de asparaginas que se encuentran en 
la interfaz de cada monómero. La enzima modificada es susceptible al ataque por varias 
proteinasas. Sin embargo, en algunas condiciones patológicas como la progeria y en 
edades avanzadas, las formas desamidadas se acumulan. La vida de algunas proteínas es 
determinada por la célula en que se encuentran; tal es el caso de la hemoglobina, que no 
envejece durante los tres meses de vida del eritrocito. En contraste, las células del 
cristalino no mueren y su actividad proteolítica es baja, por lo que las proteínas del 
cristalino sintetizadas durante el desarrollo fetal acompañan al individuo hasta su muerte 
(cuadro clínico). 


Cuadro 9-2. Clases catalíticas en las proteinasas 


Serina proteinasas Trip sina, quimotrip sina, elastasa, trombina, subtilisina 

Cisteína proteinasas Papaína, actinidina 

Carboxilo proteinasas Pepsina, gastricina, quimosina, renina, catepsina D, proteinasa del VIH 
Metaloproteinasas Carboxipeptidasa A, carboxipeptidasa B, termolisina 
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O cuadro clínico 


La insulina es una hormona central en la regulación del metabolismo de la glucosa (capítulo 18). La insulina es una proteína 
pequeña, lo cual facilita su transporte rápido y eficiente a través del torrente sanguíneo. Para que se lleve a cabo su plegamiento en 
forma correcta, esta proteína es sintetizada como un cadena más larga llamada proinsulina, cuya proteólisis genera dos cadenas, las 
cuales son estabilizadas en el estado nativo mediante un par de puentes disulfuros (figura 9-18A). La insulina es almacenada en el 
páncreas en una conformación hexamérica (figura 9-18B), la cual se disocia en monómeros cuando es liberada al torrente 
sanguíneo. En un principio, la insulina porcina fue utilizada en el tratamiento de la diabetes debido a su similitud con la insulina 
humana, la única diferencia entre ambas es la treonina terminal observada en la insulina humana, que es reemplazada por una alanina 
en la hormona porcina. En la actualidad, existen en el mercado diferentes tipos de insulina, creados por ingeniería de proteínas, que 
difieren en la velocidad con la que actúan gracias a diferencias en su estructura. Todas ellas, son producidas por bacterias 
recombinantes. 


Ornitina descarboxilasa 11 min 
Tirosina aminotransferasa 1.5 horas 
Hexoquinasa 1 día 
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Figura 9-18. A) estructura primaria y localización de los puentes disulfuro en la forma madura de la insulina, la 
cual está formada por dos cadenas. B) estructura tridimensional de la insulina hexamérica. 
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A clínico 


Las cataratas son consecuencia de la alteración en la estructura de las proteínas 


El cristalino es un lente biconvexo que tiene como función principal enfocar la luz. Esta estructura está formada en especial por 
moléculas de proteína, llamadas cristalinas (figura 9-19). Las cataratas ocurren cuando el cristalino se nubla impidiendo el paso de 
la luz lo que limita la visión. Los procesos de envejecimiento de las proteínas del cristalino disminuyen su solubilidad y aumentan 
la pigmentación del cristalino produciendo así las cataratas. La mayoría de las personas mayores a 80 años de edad presentan 
cataratas al menos en un ojo. Las cataratas se tratan mediante una cirugía en la que se remueve el cristalino y se reemplaza por un 
lente de plástico. 


Figura 9-19. Estructura de la gamma cristalina P23T propensa a la formación de cataratas. Esta proteína está 
formada por dos dominios compuestos por hebras conectados entre sí por una asa flexible. 


Degradación 


La degradación selectiva de algunas proteínas es importante en varios procesos celulares. 
Por ejemplo, la maduración de los reticulocitos a eritrocitos se acompaña de la 
degradación de proteínas mitocondriales y ribosómicas, que no se requieren una vez que 
la célula ha sintetizado su carga de hemoglobina. Algunas condiciones, como la inanición, 
se acompañan de la degradación selectiva de algunas proteínas. En la degradación de 
proteínas participan proteinasas intracelulares como las calpaínas. Además, existe un 
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compartimiento celular ácido, el lisosoma, el cual contiene variedad de proteinasas que 
hidrolizan las proteínas que ingresan en la célula por endocitosis y recambian las 
proteínas internas mediante invaginaciones transitorias. El incremento en la actividad 
lisosómica se relaciona con varios procesos, como la regresión del útero en el posparto y 
algunas enfermedades como diabetes mellitus y artritis reumatoide. Una de las 
características de las proteínas que modulan su degradación es la presencia de regiones 
de 12 a 60 aminoácidos ricas en Pro, Glu, Ser y Thr, llamada región PEST. Existe otro 
mecanismo de degradación intracelular, independiente del lisosoma, en el que la proteína 
que va a degradarse se une de modo covalente al carboxilo terminal de la ubiquitina 
(figura 9-20). Mediante la acción concertada de otras enzimas, la proteína ubiquitinilada es 
degradada por una proteinasa de alrededor de 1 500 kDa. Después, la ubiquitina se libera 
y puede unirse a otras proteínas. La ubiquitina está distribuida de forma amplia en los 
eucariotas. Es además la proteína que registra menos variaciones de su secuencia en 
diferentes especies. La ubiquitina del ser humano y la encontrada en plantas y levaduras 
difiere sólo en 3 de 76 posiciones. La unión de ubiquitina está determinada en gran parte 
por la identidad del aminoácido en el extremo amino terminal; cuando este grupo es Arg, 
Lys, Asp, Leu, o Phe, su promedio de vida es de unos minutos; no obstante, cuando el 
residuo amino terminal es Met, Ser, Ala, Thr, Val o Gly, la vida media es mayor a 20 h. 
Aunque no se ha encontrado ubiquitina en los procariotas, la relación entre la identidad 
del extremo amino terminal y la tendencia a la degradación es semejante en bacterias, 
levaduras y seres humanos; esto sugiere que el mecanismo de degradación de proteínas 
es muy antiguo. 
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Figura 9-20. Estructura de la ubiquitina. Su extremo C-terminal se une de forma covalente a las proteínas que 
serán degradadas. 
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o Preguntas de reforzamiento 


1 ¿Cuáles son las conclusiones más importantes del experimento de Anfinsen? 
2 ¿Qué son las plegopatías? 
3 ¿Por qué son diferentes los patrones de unión de O» a la mioglobina y a la hemoglobina? 


4 ¿Cuáles son las principales funciones de las proteínas? 
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Capítulo 10 


Es O o? Cinética enzimática 


Juan Pablo Pardo Vázquez, María Guadalupe Guerra Sánchez 


e Especificidad, sitio activo y grupos catalíticos 
e Complejo enzima-sustrato 

e Nomenclatura de las enzimas 

e Enzimas y coenzimas 

e Cinética enzimática 

e Modelos en cinética enzimática 

e Inhibición 

e Efecto del pH 

e Efecto de la temperatura 

e Cooperatividad y alosterismo 

e Modelos sobre cooperatividad y alosterismo 
e Aspartato transcarbamilasa 

e Enzimas de escape 


conceptos clave 


Í Las enzimas son catalizadores proteicos que aceleran la velocidad de una reacción química. 
2 El sustrato o los sustratos se unen al sitio activo de la enzima. 


3 Para transformarse en productos, los sustratos pasan por un estado de transición. Mientras mayor sea la energía que se requiere 


para llegar al estado de transición —energía de activación-, menor es la velocidad de la reacción. Las enzimas disminuyen la energía 
de activación. 


Á Las coenzimas son cofactores orgánicos que se unen a la enzima para promover su actividad. La coenzima define el tipo de 
reacción en la que participa la enzima. 


5 La ecuación de Michaelis-Menten es una hipérbola rectangular que describe la dependencia de la velocidad con respecto a la 
concentración de sustrato. 


6 La constante de Michaelis o Km corresponde a la concentración de sustrato a la cual se alcanza la mitad de la velocidad máxima. 


7 Cuando hay muerte celular se liberan enzimas a la sangre. A éstas se les llama enzimas de escape. Según el tejido que se daña, es 
la enzima que se detecta en la sangre. 
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Las enzimas son catalizadores proteínicos que incrementan la velocidad de una reacción 
y que no se consumen durante ésta. A diferencia de los catalizadores químicos, las 
enzimas actúan en condiciones muy suaves, a temperaturas menores de 70 °C, pH 
aproximado de 7 y presión de una atmósfera. Sin embargo, el incremento que ejercen 


sobre la velocidad de la reacción es enorme, y va de 106 a 10)? veces con respecto a la 
rapidez en ausencia del catalizador. Otra propiedad importante de las enzimas es su alto 
grado de especificidad; sólo catalizan la reacción en que participa un sustrato o un grupo 
de sustratos con ciertas características químicas y geométricas comunes. Debido a que la 
enzima es cientos de veces más grande y compleja que el sustrato, en muchas enzimas 
existen sitios en la superficie de la proteína cuya finalidad es regular la actividad 
enzimática. 
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Especificidad, sitio activo y grupos catalíticos 


Las enzimas se unen a los sustratos por medio de interacciones hidrofóbicas y 
electrostáticas, puentes de hidrógeno y fuerzas de van der Waals. Los aminoácidos de la 
enzima que participan en la interacción con el sustrato están alejados unos de otros en la 
secuencia lineal de aminoácidos de la proteína; pero como resultado del plegamiento de 
ésta, se agrupan para formar el sitio activo de la enzima, un arreglo geométrico de 
aminoácidos complementario a los grupos químicos del sustrato. Algunos de estos 
aminoácidos sólo participan en la unión del sustrato y definen una región del sitio activo 
llamada sitio de fijación o de unión del sustrato. Otros aminoácidos del sitio activo, los 
catalíticos, se encargan de manera directa de la transformación del sustrato en producto y 
forman el sitio catalítico. En condiciones normales, el número de aminoácidos que 
intervienen en la unión del sustrato es mayor que el de los aminoácidos catalíticos. En 
cuanto a su localización, el sitio activo de la enzima, debido al plegamiento mismo de la 
proteína, suele encontrarse en los surcos o huecos que se forman en la superficie de la 
enzima. En caso de que la proteína sea oligomérica, es decir, que esté formada por dos o 
más polipéptidos, el sitio activo también puede construirse con aminoácidos que 
pertenecen a diferentes subunidades. Debido a la distribución asimétrica de los 
aminoácidos en el sitio activo, las enzimas son estereoespecíficas y pueden distinguir 
entre moléculas quirales o proquirales. Como se muestra en la figura 10-1, sólo se 
necesitan tres puntos de contacto entre la enzima y el sustrato para que ocurra la 
discriminación entre dos moléculas muy parecidas. Se puede ver la complementariedad 
exacta entre los grupos funcionales de la enzima —indicados por oquedades en forma de 
cilindro, cubo y cono— con los grupos químicos del sustrato (—H¡, metilo [-CH3] e 
hidroxilo [-OH]), y resulta evidente que es infructuoso cualquier intento de aparear los 
grupos funcionales de la enzima con el hidrógeno H,, el metilo y el hidroxilo del sustrato 
(figura 10-1). Además de la estereoespecificidad, las enzimas reconocen de manera muy 
selectiva la identidad de los grupos químicos del sustrato, lo cual da por resultado la 
interacción de la enzima con un número muy reducido de sustratos con propiedades 
estructurales similares. Por ejemplo, la alcohol deshidrogenasa de las levaduras cataliza la 
oxidación de etanol, isopropanol y metanol a sus respectivos aldehídos y es muy 


específica para su coenzima, el NAD*, debido a que no se une al NADP”, el cual sólo 
difiere por la presencia del grupo fosfato en el carbono 2” de la ribosa. Resulta 
conveniente apreciar las ventajas de la especificidad enzimática en el sitio donde las 
enzimas ejercen su acción, el interior de la célula. Cientos de enzimas y miles de 
sustratos coexisten en el reducido espacio de una célula. Dada la gran especificidad de 
cada enzima por su sustrato, no ocurren cambios químicos inespecíficos por acción de 
una enzima sobre moléculas diferentes a su sustrato. Lo anterior contribuye a mantener 
el orden dentro de la célula y permite la regulación de su metabolismo, a pesar de la alta 
concentración de moléculas presentes y de su intenso tráfico. 
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Enzima 


Figura 10-1. Unión de una molécula proquiral al sitio activo de la enzima. Debido a la asimetría inherente en la 
estructura del sitio activo, la enzima distingue entre los diferentes grupos quirales. 
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Complejo enzima-sustrato 


La unión del sustrato a la enzima puede explicarse por medio de dos mecanismos. En 
1890, Emil Fischer planteó el modelo de llave y cerradura, el cual considera que el sitio 
activo de la enzima está preformado, de tal manera que los residuos mantienen una 
posición fija y complementaria a los grupos del sustrato (figura 10-2) En esta 
complementariedad se basa la especificidad de la interacción del sustrato con la enzima. 
La lisozima, enzima que está presente en las lágrimas y que es capaz de hidrolizar uno de 
los polisacáridos presentes en las paredes bacterianas, es uno de los pocos casos que se 
adaptan a este modelo. En contraste con este mecanismo rígido, el modelo del ajuste 
inducido, propuesto por D. E. Koshland Jr. (1958), propone que al interactuar el 
sustrato con la enzima se inducen cambios conformacionales en ésta, que dan lugar a la 
formación del sitio activo (figura 10-3). Se ha dicho que la enzima semeja un guante vacío, 
y la presencia del sustrato equivale a introducir la mano en el guante, con lo que se le da 
forma precisa al sitio activo. El modelo del ajuste inducido es el que se observa a 
menudo en la naturaleza. 
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Figura 10-2. Modelo de la llave y la cerradura para explicar la interacción del sustrato con la enzima. El sitio 
activo de la enzima es complementario a la estructura del sustrato. 
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Figura 10-3. Modelo del ajuste inducido. La interacción del sustrato con la enzima induce cambios 
conformacionales en ésta que dan lugar a la formación del sitio activo. 
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Nomenclatura de las enzimas 


El sistema de nomenclatura de la Unión Internacional de Bioquímica (UIB) clasifica las 
enzimas con base en la reacción química que catalizan (cuadro 10-1). Así, existen seis 
clases principales: 


Cuadro 10-1. Clasificación de las enzimas 


1. Oxidorreductasas Ared + Box > Aox + Bred Deshidrogenasas, peroxidasas 

2. Transferasas AB+C=>A+BC Hexocinasa, transaminasa 

3. Hidrolasas AB + H20 > AH + BOH Fosfatasa alcalina, tripsina 

4. Liasas A>B=C+D Deshidratasa, anhidrasa carbónica 
5. Isomerasas A > lso-A Fosfoglucomutasa 

6. Ligasas A+ B+ATP> AB + ADP + Pi Piruvato carboxilasa, DNA ligasa 


1. Oxidorreductasas. Son aquellas enzimas que catalizan la transferencia de electrones 
o átomos de hidrógeno entre diferentes sustratos. En esta categoría entran las 
deshidrogenasas, reductasas, Oxidasas, peroxidasas, hidroxilasas y oxigenasas. 

2. Transferasas. Catalizan la transferencia de otros grupos, diferentes del hidrógeno, 
que contienen carbono, nitrógeno, fosfato o azufre, de un sustrato a otro. Algunos 
ejemplos de transferasas son las aciltransferasas, fosfotransferasas, glucotransferasas, 
fosforribosiltransferasas, pirofosfotransferasas y metiltransferasas. 

3. Hidrolasas. Catalizan la rotura de un enlace por medio de la introducción de una 
molécula de agua. En esta clase de enzimas se encuentran las esterasas, amidasas, 
peptidasas, fosfatasas y glucosidasas. 

4. Liasas. Enzimas que catalizan la rotura de enlaces entre carbono y carbono, 
carbono y oxígeno, carbono y nitrógeno, así como carbono y azufre por medio de 
otro mecanismo que no sea hidrólisis u oxidorreducción. En este proceso se forman 
dobles enlaces. Por ejemplo, las aldolasas y desaminasas. 

5. Isomerasas. Enzimas que catalizan las interconversiones entre isómeros por medio 
de un rearreglo intramolecular. En esta categoría entran las isomerasas, racemasas, 
epimerasas y mutasas. 

6. Ligasas. Enzimas que utilizan la energía de la hidrólisis de ATP, pirofosfato u otro 
donador de energía para la formación de un enlace entre dos moléculas o dos grupos 
dentro de la misma molécula. Los nuevos enlaces pueden formarse entre átomos de 
carbono y oxígeno, carbono y azufre o carbono y nitrógeno, entre otros. 


Para nombrar una enzima particular, primero se identifica el tipo de reacción que cataliza 


booksmedicos.org 


y luego se escribe el nombre del o los sustratos que intervienen en ésta, seguido del 
nombre de la reacción (la clase) con el sufijo “asa”. Por ejemplo, en la siguiente reacción: 


ATP + glucosa > glucosa—6—fosfato + ADP 


se describe la transferencia de un grupo fosfato del ATP al carbono 6 de la D-glucosa. 
Con esta información se puede asegurar que la enzima es una fosfotransferasa. Sin 
embargo, como la enzima puede catalizar la reacción con otras D-hexosas, como la 
fructosa O la manosa, se considera que los sustratos son el ATP y estas D-hexosas. Por lo 
tanto, la enzima que cataliza esta reacción es la ATP: D-hexosa- 6-fosfotransferasa 
[hexocinasa]. Como se observa, puede incluirse información adicional entre paréntesis 
cuadrados; en este caso es el nombre trivial, no sistemático, con el que se identifica esta 
enzima. La nomenclatura sistemática de las enzimas evita confusiones y es útil al 
informar sobre los sustratos participantes y el tipo de reacción catalizado por la enzima. 
Esta nomenclatura se usa en las comunicaciones científicas formales. Sin embargo, por 
sencillez, la práctica ha consagrado el uso de los nombres triviales de las enzimas en los 
textos de bioquímica. Además, a cada enzima se le asigna un nombre alfanumérico que 
incluye cuatro dígitos separados por puntos. El primer dígito informa el tipo de reacción 
(1 = oxidorreductasa, 2 = transferasa, entre otros); el segundo dígito, la subclase 
(fosfotransferasa, aminotransferasa, entre otros); el tercer dígito, la subsubclase (el tipo 
de grupo que recibe el grupo que se transfiere) y el cuarto identifica a la enzima 
específica. El nombre de la enzima que cataliza la reacción descrita en el ejemplo de 
arriba es: E.C.2.7.1.1 (al lector se le invita que entre a la página http://www. 
chem.qmul. ac.uk1ubmb/enzyme/ para que identifique el significado de cada dígito). 
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Enzimas y coenzimas 


Como se mencionó, las enzimas catalizan una gran variedad de reacciones químicas. Un 
análisis más detallado de cada una de estas reacciones muestra que para algunas de ellas, 
como las de hidrólisis, son suficientes los grupos de los aminoácidos de la enzima para 
que la catálisis se realice. Sin embargo, para una gran mayoría de las reacciones, 
incluidas las de oxidorreducción, transaminación o carboxilación, la enzima requiere la 
presencia de un cofactor. En ausencia de éste, la enzima no cataliza la reacción. El 


cofactor puede ser un ion metálico como Fe?*, Zn?*, Mo?*, o una molécula orgánica con 
características no proteínicas, que por lo general se sintetiza a partir de las vitaminas y 
que recibe el nombre de coenzima (cuadro 10-2). Cuando la coenzima funciona como un 
sustrato que se une de manera transitoria al sitio activo de la enzima, liberándose al 
medio durante cada ciclo catalítico, se le llama cosustrato. Éste es el caso de las 


deshidrogenasas que trabajan con el NAD”. Cuando el cofactor se une con fuerza a la 
enzima, ya sea por medio de enlaces covalentes o interacciones no covalentes, se le da el 
nombre de grupo prostético. Por ejemplo, en la succinato deshidrogenasa (que cataliza la 
oxidación del succinato a fumarato) el FAD, que participa en esta reacción de 
oxidorreducción, se encuentra unido de modo covalente a la proteína. El cuadro 10-2 
muestra algunas de las coenzimas y el tipo de reacciones en que participan. Para aquellas 
enzimas que requieren un cofactor, se puede plantear la siguiente reacción: 


. . 


Cuadro 10-2. Coenzimas y sus vitaminas precursoras 


Biotina Biocitina CO) 
Ácido pantoténico Coenzima A Grupos acilo 
Vitamina B12 5” desoxiadenosilcobalamina (coenzima B) Átomos de hidrógeno y grupos alquilo 
Riboflavina (vitamina B2) Dinucleótido de flavina y adenina Electrones 
Ácido lipoico Electrones y grupos acilo 
Ácido nicotínico (niacina) Dinucleótido de nicotinamida y adenina Ion hidruro (:H”) 
Piridoxina (vitamina B6) Fosfato de piridoxal Grupos amino 
Folato Tetrahidrofolato Grupos con un átomo de carbono 
Tiamina (vitamina B1) Pirofosfato de tiamina Aldehídos 


Apoenzima (inactiva) + cofactor > holoenzima (activa) 
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en donde la holoenzima corresponde al complejo de la proteína con el cofactor, y la 
apoenzima se refiere a la proteína libre, sin el cofactor unido. La holoenzima es la forma 
activa de la enzima, mientras que la apoenzima carece de actividad. 
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Cinética enzimática 


Velocidades iniciales 


Antes de comenzar el estudio de la cinética enzimática es conveniente aclarar el 
significado de velocidad inicial de una reacción. La figura 10-4 muestra la aparición del 
producto (P) en función del tiempo (t). En los primeros minutos, la formación del 
producto es una función lineal del tiempo. En esta región se obtiene la velocidad inicial de 
la reacción, la cual corresponde, desde un punto de vista matemático, a la pendiente de la 
recta. En términos generales, esta relación lineal se mantiene cuando el consumo de 
sustrato no va más allá de 5% de la concentración inicial. Para tiempos más largos, el 
sistema se desvía de este comportamiento lineal. Esto puede deberse a que la 
concentración del sustrato disminuye en forma apreciable, a que la enzima se inhibe con 
el producto o a la inactivación de la misma enzima conforme pasa el tiempo. Por lo 
tanto, cuando se realiza un estudio de cinética enzimática, es fundamental que las 
velocidades que se obtengan sean las iniciales. 


Pendiente at = O 


Producto (P) —= 


Tiempo ——= 
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Figura 10-4. Curso temporal de la formación del producto en una reacción catalizada por una enzima. Se observa 
que en los primeros instantes, existe una relación lineal entre la formación del producto y el tiempo. La pendiente 
de esta recta corresponde a la velocidad inicial de la reacción. 


Orden de la reacción 


Un concepto que es importante aclarar, por su aplicación a los modelos del 
funcionamiento enzimático, es el de orden de la reacción. La velocidad inicial en una 
reacción química en la que participan dos reactantes depende de la concentración de cada 
uno de ellos y de su tendencia inherente a reaccionar. Si se mantienen constantes las 
condiciones de la reacción, pero se duplica la concentración de uno de los reactantes, se 
registra una duplicación de la velocidad de la reacción. Ocurre lo mismo en la velocidad 
de la reacción si se duplica la concentración del otro reactante. Se trata de un caso en que 
la velocidad de la reacción es proporcional a la concentración de los dos reactantes. A 
una reacción así se le llama de segundo orden. Si la velocidad de la reacción es 
proporcional a la concentración de sólo uno de los reactantes y a su tendencia inherente a 
reaccionar, se tendrá una reacción de primer orden. Es el caso, por ejemplo, en que un 
reactante se descompone en dos productos, o bien de una reacción de isomerización. Las 
reacciones de orden cero son aquellas en que la velocidad de la reacción es 
independiente de la concentración de reactantes. Para una reacción catalizada por una 
enzima, se tienen diferentes órdenes de reacción, dependiendo de la concentración del 
sustrato. En la gráfica de la figura 10-5 se tiene una concentración fija y constante de 
enzima que no varía a lo largo del experimento. Lo único que cambia es la concentración 
de sustrato. A bajas concentraciones de sustrato, la velocidad de la reacción es una 
función lineal de la concentración del sustrato, por lo que la velocidad aumenta de 
manera proporcional al aumentar la concentración del sustrato. En esta parte de la curva 
se tiene una típica reacción de primer orden. En el extremo derecho de la gráfica, a 
concentraciones muy grandes de sustrato, la velocidad de la reacción no aumenta al 
incrementarse la concentración del sustrato, por lo que en tales circunstancias se trata de 
una reacción de orden cero. 
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Modelos en cinética enzimática 


Si se ensayan diferentes concentraciones de sustrato y para cada una de ellas se calcula la 
velocidad inicial, se obtiene, para un gran número de enzimas, una gráfica semejante a la 
de la figura 10-5; en ella, la dependencia de la velocidad inicial respecto a la concentración 
de sustrato es una función hiperbólica. Sin embargo, estos resultados no tienen más 
significado que el de describir, desde el punto de vista fenomenológico, el 
comportamiento de una enzima particular en condiciones experimentales muy 
específicas. Es de esperar que si se cambian algunas de estas variables, por ejemplo la 
concentración de la enzima, el pH o la temperatura, se obtengan diferentes hipérbolas 
rectangulares, cada una de ellas sin aparente conexión con las otras. Y es aquí en donde 
entra una de las actividades más importantes del quehacer científico: la propuesta de 
modelos que contengan un número limitado de constantes o parámetros. Además, con el 
modelo se puede predecir el comportamiento de la enzima en otras condiciones 
experimentales. 
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Figura 10-5. Relación entre la velocidad de la reacción y la concentración de sustrato para una reacción 
catalizada por una enzima. La constante de Michaelis-Menten, Km, es la concentración de sustrato en donde la 


velocidad de la reacción es la mitad de la velocidad máxima, Vmáx- 
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Modelo cinético de Michaelis-Menten 

El planteamiento del modelo se inicia con la suposición de que las reacciones catalizadas 
por una enzima proceden en dos etapas. En la primera etapa, la enzima se une al sustrato 
para dar el complejo enzima-sustrato (ES), en donde la kı es la constante de velocidad de 
segundo orden que describe la interacción de la enzima con el sustrato; k) es la constante 
de velocidad de primer orden para la disociación del complejo ES, y K, es la constante 
de equilibrio para la disociación del complejo ES. 


—í 


En la segunda etapa: 


k 
ESE +P 


El complejo ES forma al producto (P) y lo libera con una constante de velocidad de 
primer orden que se lama constante catalítica (k.at), debido a que está asociada al 
proceso catalítico de la transformación del sustrato en producto. Al juntar las dos etapas 


316, 
booksmedicos.org 


resulta el siguiente esquema: 


kı k 


cat 
E+S Z ES >E+P 


k2 


a partir del cual se deduce la ecuación de velocidad, llamada ecuación de Michaelis- 
Menten: 


Keit [E] ot - [S] = M ai - [S] 
a+ 15] Ki + [5] 


pe Koat " [Eja 


que relaciona la velocidad inicial de la reacción con la concentración de sustrato. En esta 
ecuación, Vmax corresponde a la velocidad máxima de la reacción, Km a la constante de 
Michaelis-Menten, y [Elio a la concentración total de la enzima. En ciertas condiciones, 
el valor de Km corresponde a K,, que es la constante de disociación del complejo ES. 
Tanto keat (0 Vmáx si se desconoce la concentración de la enzima) como Km son los 
parámetros del modelo, y sus valores son diferentes para cada enzima particular. Con el 
fin de apreciar el significado de cada uno de estos parámetros, se puede estudiar el 
modelo en los extremos de concentraciones de sustrato. Cuando la concentración del 
sustrato es muy grande, ([S] >> Km), la ecuación de Michaelis-Menten se reduce a: 


V = Vmáx =Keat e [Eltot 


que describe una cinética de orden cero: la velocidad de la reacción es independiente de 
la concentración de sustrato. En estas condiciones, a concentraciones infinitas de 
sustrato, se alcanza la velocidad máxima de la reacción, debido a que todas las enzimas 
tienen el sitio activo ocupado por una molécula de sustrato; por más que se aumente la 
concentración de éste, el número de sitios activos ocupados sigue siendo el mismo. Se 
dice, entonces, que la enzima está saturada. Incrementos mayores de la concentración de 
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sustrato no conllevan un aumento de la velocidad de la reacción. Si se conoce la 
concentración de la enzima, puede calcularse la constante catalítica de la reacción: 


V. 


Y“ máx 


cat [E] e 


Además, a muy bajas concentraciones de sustrato ([S] << Kn), la ecuación de Michaelis- 
Menten se reduce a: 


kaat TE] tor * [S] _ Y 
K “y A 


m 


Esta ecuación describe una cinética de primer orden con respecto al sustrato: la velocidad 
de la reacción es directamente proporcional a la concentración de sustrato. Así, conforme 
aumenta la concentración de sustrato (S), hay un incremento lineal en la velocidad de la 
reacción (v). La relación kea/Km, con unidades de min”? M"!, es una constante de 
segundo orden aparente que corresponde a la eficiencia catalítica o constante de 
especificidad de la enzima. Es de segundo orden porque relaciona la velocidad de la 
reacción con la concentración de la enzima y la del sustrato; y se indica que es aparente 
debido a que no corresponde a la constante de velocidad de segundo orden que describe 
la unión del sustrato con la enzima (k; en el ejemplo). La especificidad de la enzima se 
define en términos de la relación kcatKpym. Por lo tanto, el concepto de especificidad 
incluye la afinidad de la enzima por su sustrato (Km) y la capacidad de transformación 
del sustrato en producto (keat). Para sustratos diferentes, cuanto mayor sea el valor de la 
eficiencia catalítica, tanto mayor es la especificidad de la enzima. Esto puede 
ejemplificarse con una enzima que es capaz de interactuar con dos sustratos diferentes: 


booksmedicos.org 


E+A 2 EA > E +P 
=> 


E+B 2 EB > E +Q 


la velocidad de la reacción a concentraciones bajas de sustrato está dada por el siguiente 
par de ecuaciones: 


keas) í [E]ot * [B] keria y [El ro: - [A] 
K mi8) K mia) 


en donde kcat(Ay» KcatB) Km(a) Y Km son las constantes catalíticas y de Michaelis- 
Menten para el sustrato A y B, respectivamente. Si la concentración de A es igual a la 
concentración de B, la relación entre va y Vg está dada por: 


Va _ Kary) Kma) 
Vg K-at)/ Kne) 


Esta relación es una medida de la especificidad de la enzima y expresa la capacidad 
relativa de la enzima de transformar los sustratos A y B en los productos P y Q. Si va es 
mayor que vp, entonces la enzima es más específica para A que para B. Por último, 
cuando la concentración de sustrato es igual a la Kla ecuación de Michaelis-Menten se 


reduce a: 


1 
Vv = 2 Vida 
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y de aquí surge la definición operacional de K,,: es la concentración de sustrato a la cual 
se alcanza la mitad de la velocidad máxima. La K,, tiene una relación inversa con la 
afinidad de la enzima por el sustrato. Cuando K es muy pequeño, la afinidad de la 
enzima por el sustrato es mayor, por lo que se alcanza la velocidad máxima a 
concentraciones bajas de sustrato. Por el contrario, una K,, muy grande indica poca 
afinidad de la enzima por el sustrato. 


Gráfica de Lineweaver-Burk 


En principio, se podría obtener el valor de la Vmáx en la gráfica directa (v contra [S], 
figura 10-5) cuando la concentración de sustrato es muy grande y, a partir de este dato, 
obtener, por interpolación, el valor de la K. Aunque a primera vista este procedimiento 
parece ser el más sencillo, presenta el problema de que la V,,¿x es un valor que se 
alcanza en forma asintótica y se obtiene, hablando de manera estricta, cuando la 
concentración de sustrato es infinita (figura 10-5). Además, en la práctica se encuentran 
factores fisicoquímicos, como la baja solubilidad del sustrato, o factores cinéticos, como 
la inhibición por sustrato, que limitan la concentración máxima de sustrato que se puede 
utilizar en un experimento. Por lo tanto, Vmáx se debe obtener por medio de un proceso 
de extrapolación. Con esta finalidad se han propuesto diferentes gráficas de la ecuación 
de Michaelis-Menten que dan por resultado la ecuación de una línea recta. La más 
frecuente de éstas es la de Lineweaver-Burk o de la doble recíproca. A partir de la 
ecuación de Michaelis-Menten se obtiene: 


1 1 


1 
v Kri [S] Mali 


que representa la ecuación de una línea recta (figura 10-6), en donde 1/v y 1/[S] son los 
recíprocos de la velocidad inicial y de la concentración de sustrato, respectivamente; 1/v 
corresponde a la variable dependiente y 1/[S] a la independiente. La pendiente de la recta 
está dada por Km/ Vináx» y la ordenada al origen, por la inversa de la velocidad máxima 
(1/Vmáx). Conforme uno se desplaza en el eje de las abscisas (eje de las X) hacia el 
origen, la concentración de sustrato se incrementa y se torna infinita en el origen, en 
donde 1/[S] es cero. Además, la intersección de la recta con el eje de las X (1/[S]) está 
dada por -1/K (figura 10- 6). En la actualidad se recomienda obtener los valores de Vináx 
y Km por métodos de regresión no lineal y presentar los resultados en forma de la doble 
recíproca, debido a que existen problemas asociados con la distribución del error en las 
gráficas lineales de la ecuación de Michaelis-Menten. 
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Pendiente = K m/V máx 


1/velocidad 


SQ 


Intercepto = — 1/Km Intercepto = 1/V máx 


1/[sustrato] 


Figura 10-6. Gráfica de la doble recíproca, que muestra la relación entre el inverso de la velocidad inicial (1/vo) y 
el inverso de la concentración de sustrato (1/[S]). La intersección de la recta con el eje vertical da 1/Vmáx, la 
intersección con el eje horizontal es -1/Kjn y la pendiente de la recta está dada por Km/Vmáx- 


321. 
booksmedicos.org 


Inhibición 

Los inhibidores son moléculas o iones que interactúan con la enzima y disminuyen su 
actividad catalítica. Tienen gran importancia desde el punto de vista médico, debido a 
que un buen porcentaje de los fármacos trabajan como inhibidores de alguna actividad 
enzimática. Sin embargo, hay que resaltar también su importancia industrial, por ejemplo 
en plaguicidas e insecticidas y, dentro del campo de la investigación, como herramientas 
para indagar el orden de los componentes de una vía metabólica, o la estructura del sitio 
activo y el mecanismo de reacción de una enzima, o para distinguir entre diferentes 
familias de enzimas. 


Inhibición competitiva 
La inhibición competitiva clásica se puede describir con el siguiente esquema: 
K m k cat 
E+S 2ES> E+P 


+ 


TK 
El 


en donde S es el sustrato, I el inhibidor, k..i la constante catalítica, Ky la constante de 
disociación del complejo enzima-inhibidor (El), y Km la constante de Michaelis-Menten 
para el sustrato. La característica más importante de este tipo de inhibición es que el 
sustrato y el inhibidor son excluyentes de forma mutua, por lo que no se forma el 
complejo ternario IES. Por lo general se encuentra que el inhibidor es una molécula con 
estructura similar a la del sustrato. A partir del esquema de inhibición competitiva se 
deducen las siguientes ecuaciones: 


322. 
booksmedicos.org 


Vmáx ` [S] 


ga Vma lS 
Kaet d HE) + [S] 

1 Kp C a 

v y Wináx 8 K ga [S] * V máx 


Como se puede ver en la gráfica de Lineweaver-Burk (figura 10-7), el inhibidor 
competitivo no afecta la intersección con el eje de las ordenadas (por lo que la velocidad 
máxima de la reacción, a concentraciones infinitas de sustrato, es la misma para todas las 
condiciones, en presencia o ausencia del inhibidor), pero sí modifica la intersección con 
el eje de las abscisas (por lo que hay un incremento en la K,,, aparente; en presencia del 
inhibidor, se requieren concentraciones más grandes de sustrato para alcanzar la mitad de 
la velocidad máxima). Por lo tanto, concentraciones saturantes del sustrato revierten la 
inhibición. Un ejemplo clásico de inhibición competitiva es la que ejerce el malonato 
sobre la oxidación del succinato por la succinato deshidrogenasa: 


00 
í ooc H 
1 E 
2; Enzima 
| + FAD —— II + FADH, 
pa Pa 
coo- H coo- 
Succinato Fumarato 
coo~ 
l Enzima 


CH3 + FAD ——— No hay reacción 
l 
coo” 


Malonato 
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Inhibición competitiva 


[I] 


1/velocidad 


liga 
Sin inhibidor 


1/[sustato] 


Figura 10-7. Gráfica de la doble recíproca en presencia de un inhibidor competitivo. El inhibidor competitivo 
afecta la Kyy aparente de la enzima, pero no la velocidad máxima (Vmáx). Estos cambios se reflejan en la doble 


recíproca. La intersección con el eje vertical (1/Vmáx) es la misma en presencia o ausencia del inhibidor, pero la 
intersección con el eje horizontal (-1/Km aparente) disminuye al aumentar la concentración del inhibidor. Por lo 
tanto, se obtiene una familia de rectas que se intersectan en el eje vertical. 


El aceptor de hidrógenos es el FAD, que está unido de modo covalente a la succinato 
deshidrogenasa. Al comparar la estructura del succinato y la del malonato se observa que 
son moléculas muy semejantes, debido a que ambas tienen dos grupos carboxilo en los 
extremos, que interactúan con grupos catiónicos en el sitio activo de la enzima. La 
diferencia entre las dos moléculas radica en que el succinato tiene un metileno (-CH>-) de 
más. Debido a esta semejanza, el malonato se une al sitio activo de la enzima y actúa 
como un inhibidor competitivo. 


Inhibición mixta 


En la inhibición mixta, además de formarse los complejos binarios entre la enzima y el 
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inhibidor (EI) y la enzima y el sustrato (ES), se puede formar el complejo ternario entre 
la enzima, el inhibidor y el sustrato (EIS). Por lo tanto, la inhibición mixta conduce al 
siguiente esquema: 


Km K cat 
E+S 2 ES > E+P 


+ — 


] | 

N K N Ki 
Ka 

E+S 2 EIS 


en donde S, I, Km y K tienen el mismo significado que en el caso anterior. A partir de 
este modelo se deducen las siguientes ecuaciones: 


Vmáx * [S] 
qa Mm 8] 
Ko (I +K +15] > (1 +) 
A IA 
v Ye l ERIE Va A 


La intersección en el lado izquierdo del eje de las ordenadas va a depender de los valores 
de Ky. Cuando K; = K}, el inhibidor afecta la intersección con el eje de las ordenadas 
(por lo que la velocidad máxima disminuye conforme aumenta la concentración del 
inhibidor), pero no la intersección con el eje de las abscisas, por lo que la K,, es la 
misma, sin importar la presencia del inhibidor (figura 10-8). A este inhibidor de tipo mixto 
se le llama no competitivo. Cuando los valores de Ky y K”, son diferentes, la intersección 
de las rectas se puede llevar a cabo en el segundo o tercer cuadrante del plano cartesiano. 
A diferencia de lo que ocurre en la inhibición competitiva, el inhibidor mixto tiene una 
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estructura diferente a la del sustrato y las concentraciones saturantes de este último no 
revierten la inhibición. Para ilustrar este tipo de inhibición se estudia el efecto de la N- 
acetilelucosamina, un análogo de la glucosa, sobre la actividad de la hexocinasa de 
músculo esquelético de rata. Esta enzima cataliza la transferencia del fosfato y del ATP a 
la glucosa, para obtener los productos glucosa- 6-fosfato y ADP. 


Glucosa + ATP > glucosa—6-—fosfato + ADP 


Inhibición no competitiva 


1/velocidad 
—> 


[I] 


Di 
Sin inhibidor 


N 


1/[sustrato] 


Figura 10-8. Gráfica de la doble recíproca en presencia de un inhibidor no competitivo. El inhibidor no 
competitivo afecta la Vmáx de la enzima, pero no la constante de Michaelis-Menten (Km). Estas alteraciones se 


reflejan en la doble recíproca. La intersección con el eje vertical (1/Vmáx) aumenta en presencia del inhibidor, 
pero la intersección con el eje horizontal (-1/Km) es la misma con o sin el inhibidor. Por lo tanto, se tiene una 
familia de rectas que se intersecan en el eje horizontal. 


En principio, puede formularse un modelo de la enzima con dos subsitios, uno para el 
ATP y otro para la glucosa. Cuando los sustratos se unen a sus respectivos sitios, la 
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reacción se desarrolla con gran eficiencia, debido a que la enzima fija y t los sustratos en 
la posición adecuada. Sin embargo, en presencia de la N-acetilglucosamina, una molécula 
que se parece a la glucosa, pero que es diferente al ATP de manera estructural, el sitio de 
la glucosa en la enzima se ocupa por el inhibidor y se produce el complejo ternario 
enzima-ATP-N-acetilelucosamina, característico de la inhibición mixta: 


E + N-acetilglucosamina ¿2 E » N-acetilglucosamina 


-$ + 


ATP ATP 
N Ñ 
ATP + E + N-acetilglucosamina Æ ATP + E + N-acetilglucosamina 


Inhibición acompetitiva 


En la inhibición de tipo acompetitivo, el inhibidor no interactúa con la enzima libre, pero 
sí con el complejo enzima-sustrato (ES). Este tipo de inhibición se encuentra con 
frecuencia en las reacciones en que participan varios sustratos, y esto se debe a que el 
sitio para el inhibidor se crea, a través de un cambio conformacional en la enzima, 
cuando uno de los sustratos se une al sitio activo. El esquema cinético que describe la 
inhibición acompetitiva es: 


Keii Kat 
E+4S Z ES > E +P 
+ 
| 
N K 
IES 


A partir del cual se obtiene la ecuación de Michaelis-Menten y de la doble recíproca: 
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Vmáx + [S] 


si 0 
Ka E ES] +01 ES) 
Ki 
l Ee. A 1 [l] 
v Ma [S] b Vinka 0 + K 


Como se observa en la gráfica de Lineweaver-Burk (figura 10-9), el inhibidor acompetitivo 
no afecta la pendiente de las rectas, pero aumenta la intersección con las ordenadas (lo 


que disminuye la velocidad máxima) y aumenta la intersección con las abscisas (lo que 
también disminuye la K,, aparente). 


Inhibición competitiva 


1/velocidad 
—> 


[l] 


iia 
Sin inhibidor 


"ll 


1/[sustrato] 


Figura 10-9. Gráfica de la doble recíproca en presencia de un inhibidor acompetitivo. El inhibidor acompetitivo 
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afecta la Kyy de la enzima y la velocidad máxima (Vmáx). Estos cambios se reflejan en la doble recíproca. Tanto 
la intersección con el eje vertical (1/ Vmáx) como la intersección con el eje horizontal (-1/Km) aumentan en 
presencia del inhibidor, por lo que se obtiene una familia de rectas paralelas. 


Inhibidores irreversibles 


Los inhibidores irreversibles se unen por medio de enlaces covalentes a los grupos 
funcionales de la enzima, y ello provoca que la actividad de ésta se pierda de manera 
permanente. A diferencia de los inhibidores clásicos reversibles, en donde la inhibición se 
desarrolla en milisegundos, la inactivación enzimática ejercida por los inhibidores 
irreversibles se desarrolla con lentitud, en un lapso de minutos a horas. Por lo tanto, el 
tratamiento formal que se sigue para deducir las ecuaciones de velocidad es distinto y se 
obtienen ecuaciones que incluyen al tiempo como variable independiente. Debido a que 
la modificación de la enzima es irreversible, esta clase de inhibidores ha sido de gran 
utilidad para identificar los residuos que forman parte del sitio activo de la enzima. En 
esta clase de inhibidores se encuentran los marcadores de afinidad, que tienen estructura 
semejante a la del sustrato y que, además, contienen un grupo reactivo capaz de formar 
un enlace covalente con varios tipos de aminoácidos (p. ej., cisteína, lisina, tirosina). La 
S”p-fluorosulfonilbenzoiladenosina (5”-FSBA) pertenece a esta categoría de inhibidores 


(figura 10-10). La 5”-FSBA puede considerarse un análogo del ADP, ATP, NAD* y 
NADH. Como se ilustra en la figura 10-10, esta molécula contiene un grupo carbonilo 
adyacente a la posición 5” de la ribosa que estructuralmente es similar al fosfato de los 
nucleósidos de purina. Si la molécula se dispone en la forma extendida, el fluorosulfonilo 
puede colocarse en una posición análoga a la del fosfato y del ATP. El fluorosulfonilo es 
capaz de reaccionar de modo covalente, como un agente electrófilo, con los residuos de 
tirosina, lisina, histidina, serina y cisteína. 
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Figura 10-10. Estructura química de la 5”p-fluorosulfonilbenzoiladenosina. 
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Efecto del pH 


Debido a que tanto en la transformación del sustrato en producto (el proceso catalítico) 
como en la unión del sustrato al sitio activo de la enzima intervienen grupos con carácter 
ácido-base, el pH del medio afecta la actividad de la mayoría de las enzimas. Como se 
ilustra en la figura 10-11, la dependencia de la actividad con respecto al pH puede tener 
diferentes formas. Sin embargo, la que se encuentra con más frecuencia es la gráfica de 
campana, que se caracteriza por presentar un pH óptimo al cual se alcanza la actividad 
máxima. Por arriba o por debajo de este pH, la actividad disminuye. 
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Pepsina 


pH 


ara ininamida) 


Figura 10-11. Dependencia de la actividad enzimática con respecto al pH para algunas enzimas. 


La desnaturalización de la enzima es otro factor que influye en la pérdida de actividad a 
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pH bajo o alto. Con frecuencia, la pérdida es de carácter irreversible, por lo que la 
actividad no se recupera del todo cuando la enzima se transfiere a un medio con pH 
óptimo. Este último efecto del pH está más relacionado con la estabilidad de la proteína 
que con los grupos funcionales que participan de manera directa en la catálisis. Debido a 
que la estabilidad de la enzima se debe, en parte, a la presencia de puentes de hidrógeno 
entre los diferentes grupos de la proteína, el aumento o disminución del pH afecta el 
estado de protonación de éstos y, por lo tanto, su capacidad de formar puentes de 
hidrógeno. 
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Efecto de la temperatura 


Cuando se estudia la velocidad de una reacción química en función de la temperatura, y 
en ausencia de una enzima, se observa un incremento de la velocidad conforme aumenta 
la temperatura (figura 10-124). Este comportamiento se debe a dos razones: a) al 
incremento en el número de choques por unidad de tiempo, en virtud del aumento en la 
energía cinética de las moléculas con la temperatura, y b) al aumento en el número de 
moléculas con la energía de activación adecuada para que el choque entre los reactantes 
sea productivo. En contraste, cuando la reacción es catalizada por una enzima, el perfil 
es más complejo, con una fase ascendente en la actividad, seguida de un máximo 
desempeño y de una última fase en que la actividad se pierde. El aumento inicial en la 
velocidad se debe a las dos razones antes señaladas. Sin embargo, conforme la 
temperatura sigue aumentando, la energía térmica de la cadena polipeptídica se 
incrementa y comienza a predominar sobre las fuerzas que mantienen la estructura nativa 
de la enzima. En estas condiciones, la proteína se desnaturaliza y la actividad se pierde, 
por lo que la enzima deja de funcionar como un catalizador. Debido a la acción conjunta 
de estos factores se produce un máximo en el patrón de actividad contra temperatura 
(figura 10-12B). A la temperatura asociada a este máximo de actividad, en la que ya existe 
un porcentaje de proteína desnaturalizada, se le ha llamado de forma errónea 
temperatura Óptima. 
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A Reacción sin catalizador 
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Figura 10-12. A) Efecto de la temperatura sobre la velocidad de una reacción sin catalizador y B) con una enzima 
como catalizador. 
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Cooperatividad y alosterismo 


Existen enzimas que no se ajustan al modelo de Michaelis-Menten y que presentan el 
fenómeno de cooperatividad. Ésta puede ser positiva o negativa. El origen de la 
cooperatividad en un sistema enzimático se encuentra en las interacciones que ocurren 
entre los diferentes sitios de unión al ligando en una enzima oligomérica. Como 
consecuencia, la fijación de un ligando a uno de los sitios en la enzima afecta la afinidad 
de los otros sitios por el ligando. Cuando los ligandos son idénticos, la cooperatividad es 
homotrópica, y si son diferentes es heterotrópica. En la cooperatividad positiva, la unión 
de un ligando facilita la interacción de la enzima con el siguiente ligando, mientras que en 
la cooperatividad negativa la unión de un ligando disminuye la afinidad de la enzima para 
la unión del siguiente ligando. En la cooperatividad positiva se producen curvas sigmoides 
en la gráfica de velocidad contra concentración de sustrato, y curvas cóncavas hacia 
arriba en la doble recíproca (figuras 10-13A y 10-13B, respectivamente). Por otro parte, la 
cooperatividad negativa produce curvas cóncavas hacia abajo en la gráfica de la doble 
recíproca (figura 10-13B). Por lo general, las enzimas que presentan el fenómeno de 
cooperatividad tienen, además de los sitios activos en donde se une el sustrato, otros 
sitios, llamados alostéricos, que interactúan con moléculas o iones diferentes al sustrato y 
que producen cambios conformacionales en la proteína que afectan su actividad. Una de 
las principales ventajas de la cooperatividad positiva es el incremento de la respuesta de 
la proteína a los cambios en la concentración de sustrato. Esta respuesta puede 
determinarse de manera cuantitativa si se calcula el cociente de dos concentraciones de 
sustrato; por ejemplo, aquella con la que se obtiene 90% de la velocidad máxima ([S]op) 
y la que da 10% de esta velocidad máxima ([S]¡p). Para una enzima que no posee 
cooperatividad se tiene la siguiente igualdad: 


[Sioo — Sl 
[Slo 


la cual indica que se necesita incrementar 81 veces la concentración de ligando para pasar 
de una velocidad inicial de 10% de la Vnáx a otra que corresponde a 90% de la V náx- 
Por el contrario, para un sistema con cooperatividad, se tiene la siguiente relación: 
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[Soo] n 
[S40] 


en donde n es el coeficiente de Hill. Para este coeficiente, los valores mayores a uno 
indican que la proteína tiene cooperatividad positiva, mientras que valores positivos 
menores a uno indican cooperatividad negativa. Si se asigna un valor de tres a este 
coeficiente (p. ej., el número de Hill que tiene la hemoglobina), se puede ver que, con 
sólo incrementar la concentración de sustrato 4.3 veces, se obtiene el mismo cambio de 
velocidad que en el caso anterior. 


A 


LEY 


[S] 1/[S] 
Gráfica de Michaelis-Menten Gráfica de Lineweaver-Burk 


Figura 10-13. Gráfica de velocidad contra sustrato (directa) y de la doble recíproca para enzimas que A) no 
muestran cooperatividad B) con cooperatividad positiva y C) con cooperatividad negativa. En la gráfica directa la 
cooperatividad positiva da una curva sigmoide, pero no se ve una gran diferencia entre la enzima sin 
cooperatividad (hipérbola rectangular) y la enzima con cooperatividad negativa. En la gráfica de Lineweaver-Burk 
la enzima sin cooperatividad produce una línea recta, la que tiene cooperatividad positiva una curva que se desvía 
hacia arriba (cóncava hacia arriba) y la enzima con cooperatividad negativa una curva que se desvía hacia abajo 
(cóncava hacia abajo). 
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Modelos sobre cooperatividad y alosterismo 


A continuación se presenta un resumen de dos modelos que ayudan a comprender, a 
nivel molecular, los fenómenos de cooperatividad y alosterismo en las proteínas. El 
modelo simétrico o concertado fue propuesto en 1965 por Jacques Monod, Jeffries 
Wyman y Jean-Pierre Changeaux. En la figura 10-14 se representa una proteína 
tetramérica que puede existir en dos estados conformacionales diferentes (R o T). A su 
vez, cada uno de éstos fija al sustrato con diferente afinidad o constante de disociación 
(Kr y Kp). Según el modelo simétrico, son dos los factores que determinan la 
cooperatividad de la proteína: a) una constante de equilibrio L entre la forma T y R muy 
grande, lo cual significa que, en ausencia del sustrato, la concentración de T es mucho 
mayor que la de R, y b) una mayor afinidad de la forma R por el sustrato (en el caso 
límite, la forma T no une al sustrato). En estas condiciones, la adición del sustrato desvía 
el equilibrio hacia la forma R, debido a que ésta es la conformación que une al sustrato 
con mayor afinidad y, como consecuencia, aparecen nuevos sitios que pueden interactuar 
con el sustrato, ya que la proteína es oligomérica y la conformación de los protómeros 
cambia en forma concertada. La unión del inhibidor alostérico a la forma T de la enzima 
produce un aumento de la cooperatividad y de la concentración de sustrato que se 
requiere para obtener la mitad de la velocidad máxima (figura 10-15). Por el contrario, un 
activador alostérico, al unirse a la forma R, disminuye la cooperatividad y la 
concentración de sustrato necesarias para alcanzar la mitad de la Vmáx (figura 10-15). 
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Figura 10-14. Esquema del modelo concertado para una proteína tetramérica. La conformación T del protómero 
se representa por un cuadrado y la R por un círculo. La unión del sustrato a la proteína en la forma T y R está 
descrita por las constantes de disociación KT y KR, respectivamente. La constante de equilibrio L describe el 


equilibrio entre la forma T y R del tetrámero. 
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Figura 10-15. Efecto de un inhibidor y un activador alostérico sobre la cinética de una enzima cooperativa. 
Según el modelo concertado, el activador disminuye la cooperatividad y la concentración a la cual se alcanza la 
mitad de la Vmáx, mientras que el inhibidor aumenta la cooperatividad y la concentración que produce el 50% de 


la Vmáx- 


El modelo secuencial fue propuesto en 1966 por Koshland. Al igual que en el modelo 
anterior, se requiere de proteínas oligoméricas formadas por subunidades. Sin embargo, 
en el modelo secuencial la unión del sustrato induce un cambio conformacional en la 
subunidad que se transmite a las otras subunidades a través de las superficies de 
contacto. El cambio de conformación que se produce en las subunidades que no 
contienen el sustrato depende de la geometría de la proteína. En este modelo, el 
oligómero puede presentar subunidades con diferentes conformaciones, por lo que la 
simetría de la molécula se pierde. Esto se representa en la figura 10-16, en donde se 
describen las transiciones conformacionales que sufre un tetrámero al irse ocupando con 
el sustrato. El valor de las constantes de disociación para cada nueva conformación 
define si la cooperatividad es positiva o negativa. Si la afinidad se incrementa con el 
cambio conformacional, la cooperatividad es positiva, y si ocurre lo contrario es negativa. 
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E-o 60-58 EE 
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Figura 10-16. Esquema del modelo secuencial para una proteína tetramérica. La unión del sustrato a uno de los 
protómeros induce transiciones conformacionales en los otros protómeros y cambios en la afinidad de éstos por 
el sustrato. 
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Aspartato transcarbamilasa 


La aspartato transcarbamilasa de Escherichia coli, enzima que se encuentra al principio 
de la vía de síntesis de los nucleósidos de pirimidina, cataliza la síntesis del ácido 
carbamilaspartato a partir del ácido aspártico y el carbamilfosfato. 


Aspartato + carbamilfosfato — carbamilaspartato 
+ fosfato inorgánico 


La enzima, con masa molecular de 310 kDa, es una proteína oligomérica, formada por 
seis subunidades catalíticas (C) y seis subunidades reguladoras (R). Las subunidades 
catalíticas se disponen en dos conjuntos de trímeros (C3), que se asocian con tres 
dímeros formados por las subunidades reguladoras (R>). Cada dímero se une a los dos 
trímeros a través de interacciones con dos de las subunidades catalíticas (figura 10-17). Las 
subunidades reguladores tienen sitios alostéricos para el ATP y el CTP, mientras que las 
subunidades catalíticas contienen el sitio activo en donde entran los sustratos. Al 
comparar la figura 10-15 con la figura 10-18, se observa que la aspartato transcarbamilasa 
sigue de cerca el modelo concertado. En ausencia de efectores alostéricos, la enzima 
muestra cooperatividad positiva, que se expresa en forma de una curva de saturación 
sigmoide (figura 10-18). Según el modelo de Monod, esto se debe al desplazamiento del 
equilibrio de la enzima de la forma T a la forma R, conforme se incrementa la 
concentración del sustrato. En presencia de ATP, un activador alostérico, la curva de 
saturación se desplaza hacia la izquierda, por lo que tanto la cooperatividad como la 
concentración de sustrato a la que se alcanza 50% de la velocidad máxima (Sp 5) 
disminuyen (figura 10-18). Por el contrario, en presencia de CTP, un inhibidor alostérico, 
la curva se desplaza hacia la derecha y tanto la cooperatividad como la Sy 5 aumentan 
(figura 10-18). En resumen, la aspartato transcarbamilasa es una enzima alostérica que se 
ajusta, dentro del error experimental, al modelo concertado. 
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Figura 10-17. Arreglo de las subunidades de la aspartato transcarbamilasa. Las subunidades catalíticas (c) están 
en blanco y las reguladoras (r) sombreadas. A) Vista de la enzima con respecto al eje ternario de simetría. B) 
Vista perpendicular. 
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Figura 10-18. Efecto del ATP (activador alostérico) y del CTP (inhibidor alostérico) sobre la cinética de la 
aspartato transcarbamilasa. La velocidad de la reacción en función del sustrato (aspartato) se estudia en ausencia 
o en presencia de los dos efectores alostéricos. 
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Enzimas de escape 


Cuando las células de un tejido mueren debido a la interrupción del riego sanguíneo, por 
ejemplo en infarto de miocardio, enfermedades degenerativas o crecimiento de células 
cancerosas, se liberan enzimas citosólicas a la sangre. A éstas se les llama enzimas de 
escape, y la enzima que se libera a la circulación sanguínea depende del padecimiento. 
Como se observa en el cuadro 10-3, en un infarto al miocardio y en lesiones del músculo 
esquelético aumenta la cantidad (y la actividad) de lactato deshidrogenasa y de la creatina 
cinasa, entre otras. Aunque en los dos padecimientos se libera la isoforma CK-MM de la 
creatina cinasa, en la lesión del corazón se incrementa, en forma específica, la CK-MB. 
Asimismo, las isoenzimas de lactato deshidrogenasa son diferentes para los dos tipos de 
enfermedades. En la lesión del corazón aparece la isoforma LDH-1, mientras que la del 
músculo esquelético se detecta la LDH-5. Además de estas enzimas, el aumento en 
sangre de las troponinas cardiacas (cTNI y cTNT) y de la mioglobina apoya el 
diagnóstico de infarto al miocardio. En los mismos términos, se ha utilizado a la fosfatasa 
ácida como marcador de carcinoma prostático; a la alanina aminotransferasa, la aspartato 
aminotransferasa y la y-glutamiltranspeptidasa como marcadores de daño hepático; a la 
fosfatasa alcalina en las enfermedades óseas, y a la amilasa y la lipasa como indicadores 
de daño pancreático. 


Cuadro 10-3. Uso diagnóstico de las enzimas de escape 


Aspartato q Hígado, corazón, músculo Enfermedad hepática 
mata L-Aspartato + 2-oxoglutarato =P oxaloacetato + L- esquelético 

glutamato 
Alanina p SS y Higado, riñones, corazón Enfermedad hepática 
rans terasa L-Alanina + 2-oxoglutarato piruvato + L- 

glutamato 
Amilasa Glucógeno (n) + H20 —glucógeno(n-1) + glucosa Páncreas Pancreatitis aguda 


Creatina + ATP > fosfocreatina + ADP Infarto de miocardio, 
trastornos 
del músculo 


esquelético 


Corazón, músculo 
esquelético 


Creatina cinasa 


Carcinoma de 
próstata 


Fosfatasa ácida Monoéster de fosfato + H20 — fosfato + un alcohol Próstata 


Fosfatasa alcalina Monoéster de fosfato + H20 — fosfato + un alcohol Huesos, hígado, placenta Enfermedades óseas 


Lactato : S J Corazón, músculo Infarto del miocardio 
deshidrogenasa Piruvato + NADH lactato + NAD esquelético 

Lipasa Degradación de triacilgliceroles Páncreas Pancreatitis aguda 
y-glutamil- (5-L-glutamil)-péptido + aminoácido — péptido + (5- Higado Enfermedad hepática 
transpeptidasa L-glutamil) - aminoácido 
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e Preguntas de reforzamiento 


1 Para la interacción de la enzima con el sustrato, explique los modelos de la llave y cerradura y el del ajuste inducido. 

2 Para cada una de las clases de enzimas, describa brevemente la acción que llevan a cabo. 

3 ¿Qué es una coenzima y grupo prostético? 

4 ¿Qué otro tipo de cofactores, además de los de naturaleza orgánica (coenzimas), utilizan las enzimas para catalizar una reacción 
5 Relacione las coenzimas con el tipo de reacción en las que participan. 

6 ¿Cuál es la diferencia entre un inhibidor competitivo y otro mixto? 

7 ¿A qué se debe que a altas temperaturas la actividad de la enzima se pierde? 

8 ¿En qué consiste la cooperatividad positiva y el efecto alostérico? 


9 ¿Por qué son importantes las enzimas de escape? Da algunos ejemplos. 
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o © o o Capítulo 11 


Ù o% Regulación y mecanismo 
ey? e” de acción de las enzimas 


Juan Pablo Pardo Vázquez, María Guadalupe Guerra Sánchez 


e Estado de transición 

e Catálisis ácido-base general 

e Catálisis covalente o nucleofílica 

e Catálisis por iones metálicos 

e Catálisis electrostática 

e Catálisis por efectos de proximidad y orientación 

e Catálisis por una mayor afinidad de la enzima por el estado de transición 
e Tirosil-tRNA sintetasa 

e Regulación de la actividad enzimática 

e Síntesis y degradación de la enzima 

e Inhibición por producto 

e Inhibición y activación alostéricas 

e Modificación química 

e Modificación irreversible 

e Modificación de la actividad por interacción con otras proteínas y RNA 


o a clave 


Í Para acelerar la velocidad de una reacción, las enzimas utilizan diferentes estrategias: catálisis ácido-base, catálisis covalente, 
catálisis por proximidad y orientación, y una mayor afinidad de la enzima por el estado de transición. 


2 La actividad de una enzima se regula a través de su síntesis y degradación, activación o inhibición alostérica y por modificación 
covalente como la fosforilación. 


3 Al unir calcio, la calmodulina regula la actividad de protein cinasas que, al fosforilar a proteínas blanco, les cambian su actividad. 


Como se expresó en el capítulo anterior, las enzimas son proteínas que trabajan como 
catalizadores en una reacción química. Su función principal es incrementar la velocidad 
de la reacción, a pesar de que ésta se lleva a cabo a temperatura ambiente y a un pH 
cercano a la neutralidad. De hecho, no es sorprendente encontrar que la velocidad de una 
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reacción en presencia de la enzima es 10% a 101? veces mayor que en su ausencia. ¿En 
qué reside esta capacidad? Como se detalla en este capítulo, para lograr esta enorme 
capacidad catalítica, la enzima, además de utilizar los mismos principios básicos de la 
catálisis química (catálisis ácido-base general, covalente y electrofílica), inmoviliza los 
sustratos en la orientación adecuada dentro del sitio activo (efecto de proximidad y 
orientación) y presenta mayor afinidad por el estado de transición que por los sustratos. 
En la segunda parte del capítulo se trata el tema de la regulación enzimática. 
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Estado de transición 


Sin importar el tipo de reacción que se estudie, para que el sustrato se transforme en 
producto debe pasar por el estado de transición, en el cual los enlaces del sustrato suelen 
estar rotos de forma parcial y los del producto formados parcialmente. La diferencia 
energética entre el sustrato y el estado de transición determina la velocidad de la 
reacción. Cuanto más grande sea la diferencia de energía libre, tanto menor será el 
número de moléculas de sustrato que pasen al estado de transición y, por lo tanto, más 
baja la velocidad de la reacción. Por el contrario, cuando la barrera energética es 
reducida, las moléculas pueden dar el “salto” con facilidad al estado de transición y, de 
allí, a la formación del producto, por lo que la velocidad de la reacción es alta. Estos 
principios se ejemplifican en la figura 11-1, en donde el sustrato S, en ausencia de la 
enzima, toma la energía de activación (AGŻ;in enzima) para transformarse en el estado de 
transición (só. A partir de éste, se forma el producto y se desprende una cantidad de 
energía libre que incluye la energía libre de activación AGE in enzima Y la energía libre de la 
reacción AG. En presencia de la enzima, la energía de activación que se necesita para 
alcanzar el estado de transición es mucho menor (AG* enzima < AG*sin enzima), por lo que 
la reacción se acelera. Por el contrario, el AG de la reacción es el mismo en presencia o 
en ausencia de la enzima. Para entender las consecuencias de esto, hay que recordar que 
el AG de la reacción está relacionado, a través del AG”, con la constante de equilibrio y, 
por lo tanto, con la estabilidad relativa de los productos y sustratos. Si la enzima no altera 
el AG de la reacción, entonces la constante de equilibrio de la reacción no se modifica. 
Por otro lado, el AG? de activación se relaciona con la velocidad de la reacción: cuanto 
menor sea el AG* tanto mayor es la velocidad de la reacción. Para estudiar el efecto de la 
enzima sobre la reacción S — P, puede plantearse la siguiente ecuación: 


EFSSESSES?SEPS E+P 


en donde el sustrato se une al sitio activo de la enzima para formar el complejo enzima- 
sustrato (ES). Es en el seno de la enzima donde se llevará a cabo la transformación del 


sustrato S en el producto P, a través de la formación de un estado de transición (ES*) y 
del complejo enzima-producto (EP). En el último paso, el producto se libera al medio 
para regenerar la enzima libre. Si ahora se grafica el patrón energético de la reacción que 
ocurre en el sitio activo de la enzima, se observa que la energía de activación que se 
requiere para formar el estado de transición a partir de S es mucho menor que el de la 
reacción sin la enzima (figura 11-1). Por lo tanto, al disminuir la energía de activación 


(AG*), la velocidad de la reacción se incrementa. Sin embargo, en la figura también se 
observa que la enzima no altera la constante de equilibrio, debido a que no afecta la 
energía libre de la reacción (AG). Así, en presencia de la enzima, el sistema llega mucho 
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más rápido al equilibrio, pero éste sigue siendo el mismo en presencia o ausencia del 
catalizador. 


s+ Diferencia en la energía 
de libre de los estados 
de transición 


AG+* 
AG +. enzima 
© 
v Es + 
= 
o 
D 
w 
|a 
jiii + 
AG enzima 
E+S 
Cambio en la energía 4 AG unión E 
libre asociada con la 
formación del complejo AG 
enzima-sustrato reacción EP 
Diferencia de energía 
libre.entre los reactántes: “*““Pktensimecrrrdc es 
y los productos E +P 


Curso de la reacción 


Figura 11-1. Perfil energético para una reacción que se lleva a cabo en presencia de una enzima o en ausencia de 
ésta. Sin la enzima, el sustrato S adquiere la energía de activación AGË sin enzima y se transforma en el estado de 


transición (Si), el cual da lugar al producto (P). En la reacción catalizada por la enzima, el sustrato forma 
primero el complejo enzima-sustrato (ES), con lo que se desprende la energía libre de unión AGunión- 
Posteriormente, con la absorción de la energía de activación AG enzima se alcanza el estado de transición ESt, 
el cual sigue la trayectoria hacia la formación del producto. Debido a que AG} enzima es menor que AG} sin 
enzima» la velocidad de la reacción en presencia de la enzima se incrementa. Por el contrario, ya que el cambio de 
energía libre de la reacción (AGreacción) es el mismo en presencia o en ausencia de la enzima, la constante de 
equilibrio no se altera. 
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Catálisis ácido-base general 


Ésta ocurre cuando un ácido o una base se unen de manera reversible al sustrato y abren 
una nueva trayectoria para que ocurra la reacción, con energía de activación menor. En 
ausencia del catalizador, la reacción es lenta debido a que la constante de velocidad (k) es 
pequeña. La reacción, en este caso, puede representarse por la ecuación: 


S —> P 


En presencia del catalizador (HA), el sistema se caracteriza por el siguiente par de 
reacciones: 


S + HA S SH + A 


k* 
SH+ A >P+HA 


en donde se observa que aparece una nueva vía para la transformación del sustrato, con 
una constante de velocidad (k*) más grande. El resultado es que la velocidad de la 
reacción aumenta. Aún más, puede demostrarse que en este tipo de catálisis, la velocidad 
de la reacción es directamente proporcional a la concentración del ácido HA. 

Cuando el catalizador es una base (B”), ésta remueve un protón del sustrato (SH), y al 
igual que en el caso anterior, aparece una nueva vía, más favorable, por la que transcurre 
la reacción: 
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k 
SH => PH 


SH + B5 > S+ BH 
H+ 
> P >œ PH 
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Catálisis covalente o nucleofílica 


El término nucleofílico o nucleófilo se refiere a cualquier compuesto que contenga un 
átomo con un par de electrones no compartidos. Un buen nucleófilo es el que comparte 
con facilidad este par de electrones con un átomo de otra molécula deficiente en 
electrones para formar un enlace covalente. Un ejemplo es la descarboxilación del 
acetoacetato. En ausencia del catalizador, la reacción pasa por un estado de transición de 
muy alta energía (enolato), por lo que la velocidad es baja (figura 11-2). Además, se sabe 
que las aminas primarias actúan como catalizadores en esta reacción. En el primer paso, 
el grupo amino ataca de manera nucleofílica el grupo carbonilo del acetoacetato para 
formar una base de Schiff (aldimina). El nitrógeno protonado del intermediario covalente 
actúa como un pozo de electrones, de tal manera que estabiliza el estado de transición y 
se reduce la energía libre de activación. En los pasos subsecuentes se pierde el bióxido de 
carbono, se forma la acetona y se regenera la amina primaria (figura 11-2). 


CO, g- H+ (0) 
0) 
A 2 y GN | 


Acetoacetato Enolato 


Acetona 
RNH 3 RNH > 
R H R H R H 
NEZ či dl MEF 


ca. CI FS Pp y Y ll 
Base de Schiff (5 Y 


Figura 11-2. Reacción de descarboxilación del acetoacetato en ausencia de catalizador (parte superior) y en 
presencia de aminas primarias, las cuales funcionan como un catalizador (parte inferior). 
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Catálisis por iones metálicos 


Los iones metálicos, presentes en muchas enzimas, tienen un cometido importante en el 
proceso catalítico. Algunos de los mecanismos por medio de los cuales un ion metálico 
puede ayudar a la enzima en la transformación del sustrato son: a) al unirse a los 
sustratos, los orienta para que se lleve a cabo la reacción; b) estabiliza las cargas 
negativas que se generan durante el estado de transición por medio de interacciones 
electrostáticas; c) por su capacidad de oxidarse y reducirse en forma reversible, es un 
componente importante en las reacciones de oxidorreducción; d) enmascara a un 
nucleófilo o activa a un electrófilo, y e) puede aumentar la velocidad de la reacción de 
manera indirecta al estabilizar la estructura nativa de la enzima. 
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Catálisis electrostática 


Al estabilizarse el estado de transición por grupos cargados que forman parte del sitio 
activo, la reacción se acelera. Como se menciona en el apartado anterior, los iones 
metálicos a menudo interactúan de manera electrostática con las cargas que se generan 
en el estado de transición. Además, la distribución de cargas en el sitio activo de la 
enzima sirve para guiar los sustratos polares hacia este sitio, de tal manera que se facilita 
la interacción entre la enzima y el sustrato. 
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Catálisis por efectos de proximidad y orientación 


Considérese el caso de una reacción en solución en la que participan dos sustratos. Para 
que se formen los productos los sustratos que tengan la suficiente energía de activación 
deben aproximarse y chocar en la orientación correcta. En ausencia de una enzima, la 
probabilidad de que ocurra este choque productivo es baja. Las moléculas de sustrato 
colisionan con frecuencia con las moléculas del solvente, y muchos de los choques entre 
los mismos sustratos ocurren entre regiones de la molécula que no participan en la 
reacción. Por lo tanto, estos choques son improductivos. Si además se considera que, en 
promedio, los sustratos en la solución están muy alejados unos de otros, el resultado es 
que la velocidad de la reacción es baja. Este panorama cambia con la presencia de la 
enzima en el medio de reacción, ya que, cuando los sustratos entran al sitio activo de la 
enzima, se inmovilizan y quedan en estrecho contacto (efecto de proximidad) y con la 
orientación correcta para que ocurra la reacción (efecto de orientación). Estos efectos se 
muestran en el cuadro 11-1, en donde se detallan las velocidades relativas de la formación 
del anhídrido para ésteres que tienen diferentes grados de movimiento. La pura 


aproximación de los reactantes incrementa la constante de velocidad entre 10% y 10* 
(cuadro 11-1, b — c y b — d). Sin embargo, cuando éstos se inmovilizan en la orientación 


correcta, el aumento es mucho mayor, 10” (cuadro 11-1, b > e). 
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Catálisis por una mayor afinidad de la enzima por el 
estado de transición 


Por último, hay que considerar que la afinidad de la enzima por el estado de transición es 
mucho mayor que por cualquiera de los sustratos o productos de la reacción. Diferentes 
grupos de la enzima, cargados y sin carga, con una distribución espacial particular, son 
los responsables de este efecto. La interacción de dichos grupos con el estado de 
transición conduce a un alto grado de estabilización y, por lo tanto, a un decremento en la 
energía de activación y un aumento en la velocidad de la reacción. En resumen, cualquier 
cambio de la enzima o del sustrato que desestabilice el estado de transición disminuirá la 
velocidad de la reacción, y viceversa. 


Serina proteasas: quimotripsina 


La quimotripsina, así como la tripsina, pertenece a la familia de las serina proteasas. La 
hidrólisis de un péptido S1-S2 por la quimotripsma puede representarse de la siguiente 
manera: 


P4 H20 
ERS SEES S 2 ESPLO ERS EFA 


Acilación Desacilación 


en donde la enzima interactúa con el sustrato S¡-S para formar el complejo de 
Michaelis-Menten (E + S¡-S,). En el siguiente paso, que corresponde a la acilación de la 
enzima, se rompe el enlace peptídico que une Sı con S», sale el primer producto P} y la 
otra parte de la molécula queda unida en forma covalente a la enzima (E-P>). Con la 
introducción de una molécula de agua se rompe este enlace para dar lugar al complejo E 
e P). A este paso se le llama desacilación. Luego sale el segundo producto (P>) y se 
regenera la enzima, la cual puede iniciar un nuevo ciclo catalítico. En el proceso catalítico 
intervienen tres residuos del sitio activo, que forman la tríada catalítica: serina 195, 
aspártico 102 e histidina 57. Durante el ciclo catalítico la serina 195 realiza un ataque 
nucleofílico sobre el carbonilo del enlace peptídico, formándose un intermediario 
covalente, mientras que la histidina 57 participa en catálisis general ácido-base (figura 11- 


3). 


booksmeédicos.org 


195 
CH3 
a / 
"HQ 
< Ataque 
nucleofílico 
R' R 
N / 
> 
/ 
H 10) 
Sustrato 
polipeptídico 
Asp His 
Ser 
195 
CH3 
/ 
O 
mo | 
Xx Pi 
N=—C 
H L 4 
Intermediario 


tetraédrico 


Figura 11-3. Mecanismo de reacción de la quimotripsina. Formación del complejo de Michaelis. Solamente se 
muestran los tres residuos (aspartato 102, histidina 57 y serina 195) que participan en la ruptura de la cadena 
polipeptídica. Sin embargo, se debe tener presente que en la formación del complejo de Michaelis (unión del 
sustrato a la enzima) intervienen más grupos, que no se muestran en la figura. El carbono del enlace peptídico, 
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con una hibridación sp2 (debido a que hay un doble enlace entre el carbono del enlace peptídico y el oxígeno) 
pasa a ser un carbono con hibridación sp3 (el átomo de carbono tiene enlaces sencillos y, por lo tanto, su 
geometría es tetraédrica). Asp, aspartato; His, histidina; Ser; serina. 
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Tirosil-tRNA sintetasa 


Dada la estructura del sitio activo, puede esperarse que algunos residuos participen de 
forma única y exclusiva en la fijación del sustrato, mientras que otros sólo ayudan a 
estabilizar el estado de transición. Por medio de técnicas de ingeniería genética puede 
realizarse la mutagénesis dirigida de la proteína, que consiste en cambiar un aminoácido 
por otro, y ver el efecto sobre la constante de disociación del complejo enzima sustrato 
(K,) y la constante catalítica (k..t). En teoría, si se afecta la K,, el residuo sirve para fijar 
al sustrato en el sitio activo; mientras que, si se reduce la constante catalítica, el residuo 
participa en la estabilización del estado de transición. Esto se ha demostrado de manera 
clara con la tirosil-tRNA sintetasa, enzima que participa en la activación de la tirosina. En 
la síntesis de proteínas, los aminoácidos, unidos a los RNA de transferencia (tRNA), 
entran al sitio A de los ribosomas para participar en el crecimiento de la cadena 
polipeptídica. Las aminoacil-tRNA sintetasas son las enzimas que se encargan de unir el 
aminoácido con su respectivo tRNA. Entre éstas se encuentra la tirosil-tRNA sintetasa, 
un dímero formado por subunidades idénticas de 47 kDa. El dominio que se encuentra 
hacia el amino terminal es necesario para la reacción de activación del aminoácido, 
mientras que la región del carboxilo terminal participa en la unión del tRNA. La reacción 
global que cataliza la enzima puede dividirse en una reacción de activación del 
aminoácido: 


E + ATP + tirosina S E- tirosiladenilato + PPi 


en la cual el producto, el tirosiladenilato, queda unido a la enzima a través de 
interacciones no covalentes, y una segunda reacción de transferencia: 


t 
E - tirosiladenilato + RNA > E + AMP + tirosil — RNA,” 


en la cual la tirosina se une al tRNA especifico. El producto de la primera reacción, el 
tirosiladenilato, se une a la enzima por medio de una gran cantidad de puentes de 
hidrógeno, que lo estabilizan y lo mantienen unido al sitio activo (Figura 11-4). La reacción 
del ATP con la tirosina produce un estado de transición en el que el fosfato a del ATP se 
torna pentacovalente y adquiere una geometría bipiramidal trigonal. A diferencia de lo 
que ocurre con la quimotripsina y la ribonucleasa A, en donde pueden identificarse tres o 
cuatro residuos clave (uno de ellos con reactividad química muy alta debido a su cercanía 
con una histidina y los otros residuos con propiedades ácido-base apropiadas para su 
función), con la tirosiltRNA sintetasa esto no sucede. En cambio, se observa que 
muchos residuos participan en la estabilización del estado de transición y, por lo tanto, en 
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la transformación del sustrato en producto. Algunos de éstos, como aspártico 176, 
tirosina 34 e histidina 48, interactúan tanto con el producto (tirosiladenilato) como con el 
estado de transición. Otros, en cambio, interactúan sólo con el estado de transición. Tal 
es el caso de la treonina 40 y la histidina 45. La mutación de cualquiera de estos dos 
residuos disminuye en grado apreciable la constante catalítica (koat), que está relacionada 
con el estado de transición, y casi no modifica la constante de equilibrio entre los 
sustratos y la enzima (cuadro 11-2). Por lo tanto, puede concluirse que la histidina 45 y la 
treonina 40 participan en la estabilización del estado de transición, pero no en el 
reconocimiento de los sustratos. Debido a que en este ejemplo no intervienen la catálisis 
ácido-base general ni la covalente, se puede apreciar, de manera más clara, el efecto de la 
inmovilización de los sustratos y de la estabilización del estado de transición sobre la 
velocidad de la reacción. Al inmovilizar la tirosina y el ATP en el sitio activo, la enzima 


acelera la reacción 4 x 10% veces y, como resultado de la estabilización del estado de 
transición, hay otro incremento de 3 x 10% veces en la velocidad de reacción. 


> 
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Figura 11-4. Esquema de las interacciones del tirosil-AMP con diferentes residuos de la tirosil-tRNA sintetasa. 


Tyr, tirosina; Gly, glicina; 
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Asp, aspartato; His, histidina; Thr, Treonina. 


Cuadro 11-2. Propiedades de las mutantes de la tirosi-tRNA sintetasa 


Tipo silvestre 
Mutante 
Mutante 


Doble mutante 


Thr 40 His 45 
Thr 40 Gly 45 
Ala 40 His 45 


Ala 40 Gly 45 


38 12 

0.16 1.0 

0.0055 8 

0.00012 4.5 
361 
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ERA 
4 700 

1200 

3 800 

1 100 


Regulación de la actividad enzimática 


Con el fin de que la actividad de las vías metabólicas en los diferentes compartimientos 
celulares se adapte a las necesidades cambiantes de la célula, existen enzimas reguladores 
dentro de cada vía, por lo general al principio de ésta o de inmediato después de su 
bifurcación, que controlan el flujo de la vía. La pérdida de este control tiene 
consecuencias perjudiciales para la célula y el organismo. Dependiendo de la importancia 
de la vía metabólica y de la gravedad de la lesión molecular, este defecto puede conducir 
a la muerte celular o a enfermedades graves. Por lo tanto, a través del proceso de la 
evolución, se han desarrollado diferentes mecanismos de regulación, de los cuales se 
revisarán los siguientes: 1. Síntesis o degradación de la enzima. 2. Inhibición por 
producto. 3. Inhibición o activación por producto final (inhibición o activación 
alostéricas). 4. Modificación química de la enzima. 5. Asociación con otras proteínas o 
moléculas de ácido ribonucleico. 
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Síntesis y degradación de la enzima 


Según la ecuación de Michaelis-Menten, si la concentración de sustrato se mantiene 
constante, la velocidad de la reacción es proporcional a la concentración de la enzima: 


e keat ` [El sor * [S] _ 


Km + [S] A > Eho 


en donde Q es una constante que incluye la Km, la constante catalítica (kcat) y la 
concentración fija de sustrato. La gráfica de velocidad contra concentración de una 
enzima es una línea recta que parte del origen (figura 11-5). Por lo tanto, una manera 
sencilla de modificar la velocidad de una reacción es aumentando o disminuyendo la 
concentración de la enzima en la célula. Este control se puede ejercer a nivel 
transcripcional, alterando la síntesis del RNA mensajero; a nivel postranscripcional, 
aumentando o disminuyendo la vida media del RNA mensajero en el citosol; a nivel 
traduccional, variando la eficiencia con que se lee el RNA mensajero en los ribosomas; o 
a nivel postraduccional, cambiando la velocidad de la degradación de la proteína y, por lo 
tanto, modificando su vida media. 
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Velocidad de la reacción 
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Figura 11-5. Relación entre la velocidad de la reacción y la concentración de la enzima. 
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Inhibición por producto 


Debido a la semejanza que tienen los productos con los sustratos, no es sorprendente que 
la enzima se inhiba conforme el producto se acumula. El tipo de inhibición que resulta 
suele ser competitivo, ya que tanto el sustrato como el producto interactúan con el 
mismo sitio activo de la enzima. Este tipo de inhibición forma parte importante del 
control que ejerce la carga energética de los nucleótidos de adenina sobre la actividad de 
las enzimas que forman parte de vías anabólicas y catabólicas. La carga energética del 
sistema de adenilato se define como: 


[ATP] + 1/2 [ADP] 
l = [AMP] + [ADP] + [ATP] 


y es un parámetro fundamental del control metabólico. Es posible hacer una analogía 
entre una batería y el sistema de adenilato. Cuando la batería está cargada puede realizar 
trabajo, por ejemplo, impulsar el movimiento de un motor eléctrico. En los mismos 
términos, el sistema de adenilato está cargado por completo cuando los nucleósidos de 
adenosina se encuentran, todos ellos, en forma de ATP. En estas condiciones, la carga 
energética es igual a 1 y la capacidad del sistema de realizar trabajo es máxima. En el 
otro extremo, cuando la carga energética es 0, el sistema está descargado y los 
nucleósidos de adenosina se encuentran en la forma de AMP. En estas condiciones, el 
sistema es incapaz de realizar trabajo. Considérese ahora el ejemplo de la ATP-citrato 
liasa, una de las enzimas que participan en la síntesis de ácidos grasos y que cataliza la 
transformación del citrato en oxaloacetato y una molécula de acetil-CoA: 


Citrato + ATP + CoA  acetil-CoA 
+ oxaloacetato + ADP + Pi 


Cuando la carga energética de la célula es mayor de 0.85, la concentración de ATP, uno 
de los sustratos de la enzima, es alta, y la de ADP, uno de los productos de la reacción 
que funciona como inhibidor competitivo, es baja. El resultado es que la citrato liasa se 
activa y dirige parte del esqueleto carbonado del citrato a la síntesis de ácidos grasos, con 
el fin de almacenarlo. Puede considerarse que la célula está “bien alimentada” desde un 
punto de vista energético y que, en vez de desperdiciar los esqueletos de carbono de las 
moléculas en reacciones degradativas que conducirían a la síntesis de ATP, encuentra 
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más conveniente almacenarlos para su uso posterior. Si ahora la carga energética cae por 
debajo de 0.85, la concentración de ATP disminuye y la de ADP y AMP aumenta. 
Debido a que hay menos sustrato y más inhibidor (ADP), la actividad de la citrato liasa 
disminuye y los esqueletos de carbono se dirigen hacía las vías catabólicas encargadas de 
sintetizar ATP. El resultado neto de esta regulación es que, en condiciones de bonanza 
energética, cuando la concentración de ATP es alta, se activan las vías anabólicas y la 
célula almacena los esqueletos de carbono en forma de glucógeno y ácidos grasos; 
mientras que, en condiciones de déficit energético, cuando la concentración de ATP es 
baja, se activan las vías catabólicas que conducen a un aumento del ATP en el citosol. 
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Inhibición y activación alostéricas 


Por lo general, las enzimas que regulan el flujo de una vía metabólica se encuentran al 
principio de ésta o de inmediato después de su bifurcación. Además, es frecuente 
encontrar más de una enzima reguladora en una vía metabólica, lo que aumenta la 
posibilidad de su regulación. La localización de la enzima dentro de la vía metabólica 
tiene importancia para la economía y la salud de un organismo, debido a que es habitual 
que la acumulación de ciertos intermediarios sea tóxica para la célula. Si la enzima 
reguladora se encontrara a la mitad o al final de la vía metabólica, su inhibición causaría 
la acumulación de todos los intermediarios que la preceden y esto aumentaría el riesgo de 
daño celular. Por otro lado, las enzimas reguladores por lo general catalizan una reacción 
irreversible dentro de una vía metabólica y, en su gran mayoría, son oligoméricas; 
además, presentan el fenómeno de cooperatividad y tienen otros sitios que interactúan de 
manera específica con ligandos diferentes del sustrato. A estos sitios se les llaman 
alostéricos, y a los ligandos que se unen a ellos, efectores alostéricos. Estas 
consideraciones pueden ejemplificarse con la biosíntesis de los nucleótidos de purina 
(GTP y ATP) y los de pirimidina (CTP y UTP) (figura 11-6). El primer caso ilustra las 
diferentes formas de regulación que pueden esperarse cuando se trabaja con una vía 
ramificada, mientras que la vía de las pirimidinas muestra las posibilidades de control de 
una vía lineal. Cuando una célula decide sintetizar grandes cantidades de RNA, ya sea 
porque sus demandas en la síntesis de proteínas se incrementaron o porque se está 
preparando para el proceso de división celular, se debe producir una mezcla equimolar de 
ATP, GTP, UTP y CTP, por lo que la célula está obligada a regular, en forma paralela, 
las dos vías que conducen a la biosíntesis de estos nucleótidos. En la síntesis del ATP y 
GTP participan cuatro enzimas que controlan el flujo (figura 11-6). Dos de ellas, la ribosa- 
fosfato pirofosfocinasa (El) y la amidofosforribosiltransferasa (E2), catalizan las dos 
primeras reacciones de la vía y tienen sitios alostéricos para IMP, GMP y AMP, los 
productos finales de la vía. Cuando la concentración de estos nucleótidos se incrementa 
en el citosol, las enzimas se inhiben en forma aditiva y se reduce el flujo global de la vía. 
Las otras dos enzimas se encuentran en la bifurcación de la vía: la adenilsuccinato 
sintetasa (E3) y la IMP deshidrogenasa (E4). La sintetasa es inhibida por AMP y la 
deshidrogenasa por GMP, de tal manera que el flujo a través de cada una de las ramas 
puede ser controlado con cierto grado de independencia. En la síntesis de los nucleósidos 
de pirimidina intervienen dos enzimas alostéricas que regulan los dos primeros pasos de 
la vía y una tercera que cataliza la transformación del UTP en CTP (figura 11-6). El 
inhibidor alostérico de la carbamil-fosfato sintetasa II (E”1) es el UMP. El ATP, producto 
de la vía biosintética de los nucleósidos de purina, se comporta como un activador 
alostérico y estimula la aspartato transcarbamilasa (E”2), mientras que el CTP, producto 
final de la vía de los nucleósidos de pirimidina, es un inhibidor alostérico. Puede verse 
también que la CTP sintetasa (E”3), que cataliza el último paso de la vía biosintética, es 
inhibida por el CTP. El resultado final del acoplamiento y la regulación de estas dos vías 
es la síntesis de una mezcla adecuada de ATP, GTP, UTP y CTP. De esta manera, 
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cuando la concentración de UTP/CTP es baja con respecto a la concentración de 
ATP/GTP, el ATP activa la aspartato transcarbamilasa, y esto provoca que se incremente 
una vez más la concentración de UTP y CTP. 
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Figura 11-6. Esquema de regulación con dos vías metabólicas. Cada una de las vías tiene sus respectivas 
enzimas reguladoras o puntos de control, que regulan el flujo a través de la vía. Además, se muestra un tipo de 
regulación cruzada, en la cual el producto de una de las vías (AT'P) regula la actividad de la otra. 
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Modificación química 


Fosforilación 


La modificación química de las proteínas es uno de los mecanismos más socorridos para 
alterar, en cuestión de segundos, la actividad de una enzima o de una proteína. De éstas, 
la fosforilación del grupo hidroxilo de un residuo de serina, treonina y tirosina es la que 
más se conoce y de la que se tiene más información. Como consecuencia de la 
modificación química, se produce un cambio en la conformación de la enzima que se 
asocia con aumento o disminución de la actividad. La fosforilación forma parte de una 
cascada de estimulación que, en condiciones normales, comienza con la interacción de 
una hormona con su receptor de membrana. Este proceso da por resultado la formación 
de segundos mensajeros intracelulares que activan proteína cinasas específicas, las que a 
su vez catalizan la transferencia del fosfato y del ATP al grupo hidroxilo de un residuo de 
serina, treonina o tirosina, lo cual produce un cambio en la actividad enzimática (figura 11- 
7). Una vez que el estímulo desaparece, el retorno de la proteína al estado inicial, con sus 
grupos hidroxilo libres, se lleva a cabo por medio de la intervención de proteína 
fosfatasas, enzimas que hidrolizan el enlace fosfoéster (figura 11-7); son muchas las 
proteínas y enzimas cuya actividad se regula por fosforilación. Tal es el caso de la 
glucógeno fosforilasa del músculo, que participa en la degradación del glucógeno y que 
está formada por dos subunidades idénticas de 841 aminoácidos. Cuando se fosforila la 
serina 14, la enzima se activa. Al suprimir el grupo fosfato de la enzima, ésta se inhibe. 
La fosforilasa fosfatasa cataliza la hidrólisis del enlace fosfoéster, mientras que la 
fosforilasa cinasa fosforila la serina 14 en cada una de las subunidades de la glucógeno 
fosforilasa. La acción de estas dos enzimas sobre la glucógeno fosforilasa es uno de los 
factores que regulan la degradación del glucógeno en la célula muscular. 


ATP ADP || 


OH Proteína cinasa 


Serina Serina 


Treonina 
Tirosina 
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Tirosina 


Enzima Enzima 


Fosfoproteína fosfatasa 


Pi H20 


Figura 11-7. Regulación de la actividad de una proteína por medio de fosforilación. Los residuos que reciben el 
fosfato del ATP son la seria, treonina o tirosina. Las proteína cinasas catalizan la reacción de fosforilación, 
mientras que las fosfoproteína fosfatasas catalizan la hidrólisis del enlace fosfoéster de la proteína. 
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Acetilación y acilación 


Otra de las modificaciones químicas que tienen importantes consecuencias en la actividad 
de las proteínas es la acetilación. En particular, se sabe que las histonas, además de 
fosforilarse en residuos específicos de serina, se acetilan en ciertas lisinas (figura 11-8). La 
enzima que cataliza esta reacción es la histona acetilasa y utiliza al acetil-CoA como 
donador de grupos acetilo; la hidrólisis del enlace amida y la regeneración de la lisina, 
junto con la liberación de una molécula de acetato, es mediada por la histona desacetilasa 
(figura 11-8). La acetilación de histonas se asocia a regiones de la cromatina en donde se 
lleva a cabo, de manera activa, la transcripción de genes. En otro tipo de modificación se 
introducen ácidos grasos de cadena larga en las proteínas. El ácido palmítico, de 16 
átomos de carbono, se une a los residuos la cisteína de la proteína, mientras que el ácido 
mirístico, de 14 carbonos, reacciona con el grupo amino terminal de una glicina en la 
cadena polipeptídica (figura 11-8). En ambos casos, el sustrato de la reacción es el ácido 
graso activado con la coenzima A. La palmitoilación y la miristoilación afectan de manera 
directa la actividad catalítica de las enzimas, pero, debido al carácter hidrofóbico del 
ácido graso, también dirigen las proteínas a la membrana, en donde éstas realizan su 
actividad. Como es de suponerse, el grado de modificación de la proteína, y por tanto su 
distribución entre el citosol y la membrana, depende de la actividad de las transferasas e 
hidrolasas involucradas en las respectivas reacciones (figura 11-8). El receptor f2- 
adrenérgico de los seres humanos es un ejemplo interesante. Como se puede ver en la 
figura 11-9, es una proteína de membrana de 413 aminoácidos, con masa molecular de 46 
557 Da, y siete cruces transmembrana y tres asas citoplasmáticas. En ausencia del 
estímulo hormonal, la cisteína 341, en el extremo carboxilo terminal, se encuentra 
palmitoilada, por lo que esta región de la proteína se asocia a la membrana (figura 11-9). 
Es como si ahora la proteína tuviera ocho segmentos transmembrana. El anclaje de la 
cisteína 341 en la membrana mantiene al receptor en una conformación adecuada para su 
actividad, de tal manera que en presencia de la hormona, el receptor, a través de una 
proteína G, estimula la adenilato ciclasa y luego sufre un proceso de fosforilación y 
desensibilización, que se asocia con decremento del grado de palmitoilación del receptor. 
En ausencia del ácido palmítico, la región del extremo carboxilo terminal se libera de la 
membrana y la interacción del receptor con la proteína G se inhibe (figura 11-9). 
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Figura 11-8. Modificación de una proteína por acetilación, palmitoilación y miristoilación. Lys, lisina; Cys, 
cisteína. 
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Figura 11-9. Regulación de la actividad del receptor P-adrenérgico por palmitoilación. 
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Modificación irreversible 


Los grupos que se introdujeron en la proteína durante la fosforilación y la acetilación 
pueden eliminarse por medio de la hidrólisis del enlace fosfoéster y amida, 
respectivamente, lo cual lleva a la proteína a su estado inicial de actividad. En contraste, 
la proteólisis limitada de una enzima o proteína es un proceso irreversible, que conduce a 
la activación permanente de ésta. Un ejemplo de este mecanismo es la activación de 
enzimas digestivas. La tripsina y la quimotripsima, enzimas digestivas del páncreas que se 
liberan en el intestino delgado, participan en este mecanismo de activación. Se sintetizan 
en los ribosomas asociados al retículo endoplasmático rugoso y se almacenan en los 
gránulos de secreción como proenzimas que carecen de actividad. Esto último es muy 
importante para el organismo, ya que, dada la enorme actividad hidrolítica de estas 
enzimas, la célula está obligada a sintetizarlas y guardarlas en forma de precursores 
inactivos (proenzima o zimógeno), con el fin de evitar la autólisis. Cuando estos 
zimógenos o proenzimas llegan al intestino delgado, son atacados por enzimas 
proteolíticas que los transforman en la enzima activa. En el caso del quimotripsmógeno 
(la proenzima de la quimotripsina), la tripsina cataliza la hidrólisis del enlace peptídico 
entre la arginina 15 y la isoleucina 16 del quimotripsinógeno y la consecuente 
transformación de éste en una forma de la enzima con ligera actividad catalítica, la T- 
quimotripsma. La ruptura de otros enlaces peptídicos y la presencia de cambios 
conformacionales importantes son los responsables de la exposición del sitio activo y la 
plena adquisición de la actividad en la a-quimotripsina (figura 11-10). La activación de la 
tripsina y otras enzimas hidrolíticas sigue las mismas reglas. No debe pensarse que el 
mecanismo de la proteólisis se reduce a la activación de enzimas proteolíticas. Es un 
proceso más general que ha cobrado gran importancia en los últimos años, debido a que 
también interviene en la maduración de hormonas, como la insulina y la ACTH (figura 11- 
11), y en la activación de receptores. 
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Figura 11-10. Activación del quimotripsinógeno por proteólisis controlada. Se requiere de varios cortes en la 
cadena polipeptidica y dos cambios conformacionales importantes para producir la -quimotripsina, la forma más 
activa de la enzima. Ser, serina; Arg, arginina; Thr, treonina; Asn, asparagina. 
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Figura 11-11. Transformación de la proinsulina en insulina. La insulina está formada por dos cadenas, A y B, 
conectadas por dos puentes por disulfuro, La insulina proviene de un precursor de una sola cadena, la 
proinsulina, como resultado de la hidrólisis de dos de sus enlaces peptídicos. 
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Modificación de la actividad por interacción con otras 
proteínas y RNA 


Como se explicó en los párrafos anteriores, la actividad de una proteína o una enzima 
puede alterarse como consecuencia de su interacción con un ligando alostérico, pero 
también como resultado de su interacción con otra proteína diferente o con una molécula 
de RNA. Por ejemplo, el calcio, uno de los segundos mensajeros más importantes que se 
producen en las respuestas hormonales, se une a un receptor intracelular, la calmodulina, 
con el fin de modificar la actividad de ciertas enzimas. La calmodulina es una proteína 
monomérica con dos dominios globulares separados por una hélice a. Cada uno de estos 
dominios contiene dos sitios de unión para el calcio. Cuando estos sitios se ocupan, 
ocurren cambios conformacionales en la calmodulina, que exponen residuos hidrofóbicos 
esenciales para que interactúe de manera directa con otras proteínas y modifique su 
actividad. Éste es el mecanismo de activación de algunas de las proteína cinasas 
dependientes de calcio (figura 11-12), cuya función es modificar la actividad de otras 
enzimas por medio de la fosforilación de residuos de serina y treonina. En los últimos 
años se ha demostrado que la actividad de otras proteínas depende de su interacción con 
moléculas específicas de RNA. Tal es el caso de la proteína mei2, la cual contiene tres 
regiones de reconocimiento de RNA. Cuando mei? se une con ciertas moléculas de 
RNA, se inicia la síntesis premeiótica del DNA y la entrada de las células en la fase I de 
la meiosis (figura 11-13). 
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Figura 11-12. Mecanismo de la activación de proteína cinasas por el complejo calcio-calmodulina. 
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Figura 11-13. Regulación de la síntesis premeiótica de DNA y de la entrada a la meiosis por la interacción de la 
proteína mei2 con moléculas de RNA. 


0 Preguntas de reforzamiento 


1 ¿Cuál es la relación entre la energía de activación y la velocidad de la reacción? 

2 ¿En qué consiste el estado de transición de una reacción? 

3 Mencione las 5 maneras como se puede regular la actividad de una enzima en la célula. 
4 Mencione dos ejemplos de regulación enzimática por modificación covalente. 


5 Describa las etapas en la activación de la tripsina. Dé ejemplos de otras proteínas que, a través de un procesamiento proteolítico, 
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dan lugar a las formas activas. 
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Capítulo 12 


A å Vitaminas 


Juan Pablo Pardo Vázquez, María Guadalupe Guerra Sánchez 


e Nomenclatura y clasificación de las vitaminas 
e Vitaminas hidrosolubles 
e Vitaminas lip osolubles 


. RA clave 


Í Las vitaminas hidrosolubles como la tiamina, riboflavina, el ácido nicotínico y la piridoxina son precursoras de coenzimas, 


esenciales para la actividad de las enzimas. Las vitaminas liposolubles (A, D, E y K) participan en funciones como la absorción de 
calcio, la visión y la maduración de los factores de coagulación, entre otros. 


2 El pirofosfato de tiamina participa en reacciones de descarboxilación de a-cetoácidos (piruvato deshidrogenasa) y transcetolación 
(transcetolasa). Su carencia produce el beriberi. 


3 La riboflavina es precursora del FAD y FMN, que participan en reacciones de oxidorreducción. 


4 El ácido fólico se requiere para la producción de las bases púricas y de la timina, las cuales forman parte de los nucleótidos que 
participan en la síntesis del DNA. El metotrexato, un análogo del ácido fólico, inhibe la proliferación de células como las 
cancerosas. Cuando hay carencia de ácido fólico se produce anemia megaloblástica. 


5 Para la absorción de la vitamina B12 se requiere del factor intrínseco que se secreta en el estómago. La falta de esta vitamina 
resulta en una anemia megaloblástica, llamada también perniciosa. 


6 La vitamina C (ácido ascórbico) participa en reacciones de hidroxilación de residuos de prolina y lisina en la colágena. El 
escorbuto se produce cuando hay deficiencia de esta vitamina y se caracteriza por defectos en la maduración de la colágena. 


Las vitaminas son moléculas orgánicas complejas, indispensables para el funcionamiento 
adecuado de los seres vivos e indispensables en cantidades mínimas, pero sin funciones 
estructurales ni energéticas. En general, no son sintetizadas por los animales y, por lo 
tanto, deben obtenerse de los alimentos; en la naturaleza las vitaminas son producidas 
por las bacterias y los vegetales. La estructura química y las funciones de las vitaminas 
son muy diversas; muchas actúan como coenzimas y, cuando no se ingieren en 
cantidades adecuadas, se observan cuadros clínicos de deficiencia. En la actualidad, aun 
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en los países muy atrasados, es dificil ver carencias de una sola vitamina, como ocurría 
en el pasado, cuando por falta de vitamina C aparecía el escorbuto, o por carencia de 
tiamina se producía el beriberi en los pueblos orientales, cuya alimentación se basaba en 
el arroz descascarillado. 
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Nomenclatura y clasificación de las vitaminas 


Las vitaminas se encuentran en dos grandes tipos de alimentos: los grasos, que contienen 
las vitaminas liposolubles, y los no grasos, con vitaminas hidrosolubles. Las vitaminas 
liposolubles comprenden las vitaminas A, D, E y K; las hidrosolubles constituyen las del 
llamado complejo B y además el ascorbato. El complejo B incluye tiamina, riboflavina, 
niacina, piridoxina, pantotenato, lipoato, biotina, el grupo del folato, las vitaminas B;» y 
otras de importancia secundaria. Desde el punto de vista médico, las vitaminas de mayor 
relevancia son tiamina, riboflavina, niacina, ascorbato, vitamina A, vitamina D, vitamina 
Bi» y folato, cuya carencia, individual o en conjunto, se ha asociado a la aparición de 
ciertos trastornos. Otros datos sobre las vitaminas —origen, metabolismo, absorción, 
almacenamiento, excreción, signos de deficiencias en los animales, requerimientos y 
toxicidad, entre otros— se exponen de manera resumida en el cuadro 12-1. 


Cuadro 12-1. Principales características nutriológicas de las vitaminas 


Fuentes: Levadura, nueces, cereales enteros, leguminosas; abunda en los tejidos animales, sobre todo en la carne de cerdo y en 


distintas vísceras. 


Requerimiento S? Se recomiendan 0.5 mg diarios para niños; 1.2 a 1.8 mg para adolescentes; 1 mg para mujeres adultas, y 
1.5 mg para varones adultos. Los requerimientos aumentan con las necesidades metabólicas. Por ejemplo, son mayores en 
embarazo y lactancia, actividad muscular, fiebre e hipertiroidismo. 


Metabolismo: La sintetizan las plantas, bacterias y hongos. La fuente más importante para el ser humano es la 
alimentación. Se almacena poca en el organismo. El exceso se excreta como tiamina libre por la orina; el resto se degrada a 
compuestos sulfurados y sulfato inorgánico. La tiamina fecal es de origen bacteriano. 


Deficiencias: En el Oriente existía, en los seres humanos, el beriberi, que evoluciona con anorexia, náuseas, neuritis, 
hiperestesia y arreflexia. Hay disminución de la tiamina y la cocarboxilasa en la sangre y en la orina; aumento del ácido pirúvico y 
del láctico. Se observa disminución del consumo de oxígeno en el cerebro de animales deficientes. 


Fuentes: Vísceras, germen de semillas de gramíneas, leguminosas, nueces, levadura, huevo, carne magra, leche y lácteos. 


Requerimiento S$ En estado normal oscila entre 0.5 mg diarios para los niños y 2 mg para los adolescentes. Los adultos 
requieren entre 1.1 y 1.8 mg por día. En embarazo y lactancia aumentan hasta 2.3 mg la necesidad. Procesos febriles, factores de 
estrés y enfermedades agudas aumentan los requerimientos. 


Metabolismo: La sintetizan los hongos, bacterias y plantas. En el ser humano, la riboflavina libre se absorbe poco y los 
nucleótidos de flavina fácilmente. En los tejidos se encuentra como mononucleótidos y dinucleótidos o flavoproteínas. El 10% se 
elimina por la orina en condiciones normales; si hay exceso de ingestión, se elimina más proporcionalmente. La riboflavina fecal, 
que puede ser hasta de 1 mg diario, es de origen bacteriano. 


Deficiencias: En los seres humanos, la deficiencia de riboflavina va acompañada por la de otras vitaminas del complejo B. 
De manera más directa su carencia produce queilosis (boqueras), glositis y dermatitis seborreica, en especial cerca de orejas, nariz y 
surcos nasogenianos. Los síntomas oculares son vascularización, opacidad y ulceración de la córnea, fotofobia, congestión de la 
esclerótica y pigmentación anormal del iris. Estas lesiones oculares se producen de modo experimental en rata, paloma, perro y 
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mono, entre otros animales, en los cuales también aparecen parálisis de las extremidades, linfopenia y anemia. 


Fuentes: Germen y pericaripo de la semilla de las gramíneas; hortalizas verdes; nueces; levadura; vísceras y carnes de res y 
cerdo. 


Requerimientos: Desde 5 a 8 mg diarios para niños, hasta 18 a 29 mg diarios para mujeres y varones adultos, 
respectivamente. Embarazo y lactancia aumentan las necesidades. En las enfermedades agudas o en la convalecencia aumentan los 
requerimientos. El requerimiento de niacina depende del acopio de triptófano alimentario. Las cifras señaladas son para dietas 
normales con ingestión de proteína de moderada calidad. 


Metabolismo: En los animales superiores, el acopio alimentario de niacina es complementado por la producción de las 
bacterias intestinales y por la biosíntesis de niacina a partir de triptófano proveniente de las proteínas ingeridas. La absorción 
intestinal de niacina o niacinamida es completa y rápida. La concentración de niacina en la sangre es de 0.06 mg/100 mL; hay 
cantidades mayores en eritrocitos y otras células. La mayor parte está en forma de coenzimas NADY y NADP”). Se excreta 
principalmente por vía urinaria. Un varón adulto elimina cerca de 1 mg diario de niacina, 3 mg de niacinamida y 8 mg diarios de los 
derivados metilados de la niacinamida, N-metilnicotinamida (una cuarta parte) y su producto de oxidación N-metil-6-piridona-3- 
caboxilamida. 


Deficiencias: El cuadro ligado a la carencia de niacina, la pelagra, es producido por deficiencias múltiples. Destacan 
dermatitis, síntomas gastrointestinales, estomatitis, gingivitis y demencia. 


Fuentes: Distribuida en vegetales y animales. Las mejores fuentes son la levadura, salvado de arroz, germen de semillas y 
gramíneas, y yema de huevo. Son fuentes útiles las vísceras y las carnes de res y pescado. 


Requerimiento S: No se conocen para la especie humana; se tiene la seguridad de que son nutriológicamente necesarias, 


pero las cantidades presentes en las dietas habituales parecen estar muy por encima de los requerimientos. Se han recomendado 
ingestiones cotidianas de 2 mg en general, basándose en los requerimientos de los animales de experimentación. 


Metabolismo: Es sintetizada por microorganismos y plantas superiores. Las bacterias del intestino de algunos animales 
contribuyen al acopio de la vitamina. En el ser humano, piridoxol, piridoxal y piridoxamina son intercambiables desde el punto de 
vista nutricional; se fosforilan y aminan con facilidad. El principal metabolito urinario es el ácido 4-piridóxico, biológicamente 
inactivo, que en estado normal alcanza unos 3 mg diarios. En sus formas activas, estas vitaminas no se eliminan, excepto cuando se 
suministran dosis excesivas de decenas de miligramos, en cuyo caso se excretan, inalteradas, hasta las tres cuartas partes de la 
cantidad suministrada. 


Deficiencias: No se conocen con certeza los síntomas de la deficiencia de piridoxina en seres humanos. En mono, ratón, rata, 
cerdo, pollo y vacunos, la deficiencia exp erimental de piridoxina origina anemia, leucopenia y lesiones neurológicas y cutáneas. En 
la rata aparece acrodinia. En seres humanos tratados con altas dosis de hidrazida del ácido isonicotínico (empleada como 
bacteriostático), se ha observado un cuadro clínico semejante al de deficiencia de vitamina Bg en animales. 


Fuentes: Las mejores fuentes son vísceras, levadura, y ema de huevo, salvado de maíz y cacahuate; siguen en importancia 
leche, carnes de res, cerdo y aves; gramíneas, camotes y melazas. 


Requerimiento S: No se conocen para los seres humanos; una buena ingestión es la de 10 a 12 mg para una alimentación 


normal y una persona en estado normal. Se recomiendan cifras mayores en caso de enfermedades agotantes o cuando se administran 
antibióticos que pueden reducir la síntesis bacteriana intestinal. 


Metabolismo: Bacterias y hongos sintetizan ácido pantoténico; en los animales superiores, el ácido pantoténico se 
convierte en coenzima A. 
Acido pantoténico en la sangre: 30 ug/100 mL en promedio; en las vísceras y tejidos existen alrededor de 8 a 10 ug/100 mg de 
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tejido húmedo. Excreción: cerca de 4 ug por día por la orina. Las cantidades excesivas administradas por vía parental son eliminadas 
en unas horas. 


Deficiencias: En seres humanos no se conocen los síntomas atribuibles a su carencia, aunque parece ser un factor nutritivo 


indispensable. En animales de experimentación se encuentran alteraciones cutáneas; dermatitis en la rata y el pollo, descamación de 
las extremidades y la cola en la rata, alopecia en la rata y el cerdo, encanecimiento en la rata y el mono. En el ratón y el perro se 
reconocen signos neurológicos, como la degeneración de los nervios y de las fibras dorsales. Son frecuentes en diversos animales 
gastritis y la enteritis, así como anemia. Los animales con deficiencia muestran a menudo hemorragia y necrosis de las glándulas 
suprarrenales y aumento del requerimiento de sal; estas alteraciones pueden conducir a postración, deshidratación y muerte. 


Fuentes: Distribuido ampliamente, sobre todo en hortalizas de hoja; el trigo y otros vegetales son fuentes adecuadas. Existe 
también en las vísceras de los vacunos y porcinos. Se destruyen parcialmente con la cocción al preparar los alimentos. 


Requerimiento S3 No se conocen; parte de la vitamina proviene de la síntesis bacteriana intestinal. La aparición de anemia 
en la niñez y en el embarazo sugiere mayores necesidades de consumo en estas condiciones. En la anemia macrocítica nutricional 
existe ingestión deficiente, y 5 mg de folato diarios curan de manera impresionante el cuadro. En otros casos (anemia del esprue, de 
la resección intestinal, entre otros) el problema es de absorción escasa, y la administración oral de la vitamina no alcanza a producir 
remisiones. En forma de folacín se recomiendan 200 ug diarios para niños y 400 ug para adultos. Esta cifra se incrementa al doble 
para las embarazadas. 


Metabolismo: La mayoría de los microorganismos pueden sintetizar ácido folínico a partir de compuestos simples; los 
animales superiores pueden formular y reducir el pteroilelutamato (con intervención del ascorbato) para convertirlo en 
tetrahidrofólico. 

Diversas bacterias requieren p-aminobenzoato para sintetizar el folato; esta síntesis es bloqueada por antimetabolitos 
estructuralmente relacionados, como las sulfonamidas. La excreción de la vitamina se hace por la orina (4 ug diarios en promedio) y 
por las heces (400 ug diarios), aunque esta última fracción es fundamentalmente de origen bacteriano. 


Deficiencias: En animales de experimentación (mono, rata, cerdo, cobayo, perro, pollo) se produce con facilidad 
suministrando sulfonamidas o sustancias inhibidoras análogas del ácido fólico. Los principales síntomas son retardo en el 
crecimiento y detención del desarrollo de los elementos figurados en la sangre, con acumulación de megaloblastos y mieloblastos; el 
resultado es anemia macrocítica, con granulocitopenia y trombocitop enia. 

En seres humanos se desconoce la sintomatología característica de la deficiencia, pero a juzgar por los cuadros clínicos que se 
curan con la administración de ácido fólico, esta vitamina interviene en la aparición de la anemia macrocítica nutricional. El 
tratamiento del esprue con dosis de 5 a 15 mg/día de ácido fólico por vía intramuscular provoca una completa mejoría del cuadro 
patológico. 


Fuentes: En general, la cantidad de vitamina B12 en los alimentos es baja; las fuentes más ricas son las vísceras, sobre todo 


riñón e hígado. La carne magra tiene sólo unos 33 ug/100 mg, lo mismo que los huevos, la leche y el queso. La vitamina está 
prácticamente ausente en las plantas. De hecho, toda la vitamina B12 proviene de la actividad biosintética de microorganismos, 


incluyendo los de la flora intestinal de los animales. 


Requerimiento S: No se conocen con certeza para los seres humanos. Los enfermos de anemia perniciosa pueden 


responder a dosis de 1 ug diario; se recomiendan en los seres humanos normales 2 a 3 ug diarios, lo que se consigue fácilmente con 
una alimentación basada en huevos, carne, leche y en especial vísceras. Se han comunicado casos de glositis y "síntomas nerviosos” 
en personas sujetas a dietas vegetarianas estrictas; esto sugiere que el acopio proporcionado por las bacterias intestinales ha de ser 
de ínfima magnitud. 


Metabolismo: La vitamina B12 procedente de los alimentos o sintetizada por las bacterias intestinales es absorbida sólo en 
presencia del “factor intrínseco”. La vitamina B12 se excreta en las materias fecales y su cantidad aumenta, en este caso, cuando 
existe anemia perniciosa. La vitamina B]2 sólo aparece en la orina cuando se administra por vía intravenosa y no cuando se 
suministra por vía oral. El contenido de vitamina B12 en el suero en los seres humanos es de 0.005 a 0.05 ug/100 mL, y esta cifra 
es muy baja en casos de anemia perniciosa. Su principal sitio de almacenamiento es el hígado. 
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Deficiencias: Tanto en animales de experimentación como en seres humanos, la sintomatología de la deficiencia se parece a 
la señalada para el folato. Como datos muy distintivos, se observan atrofia de la mucosa bucal con inflamación generalizada, más 
notable en la lengua, y trastornos neurológicos del tipo de las lesiones degenerativas de los cordones posteriores y laterales de la 
médula. Es muy notable también la presencia de anemia macrocítica para formar el cuadro completo de la anemia perniciosa. 


Fuentes: Abunda en especial en las partes en crecimiento activo de las plantas, como las hojas tiernas y las flores; se encuentra 
en menor proporción en tejidos animales; en la leche de vaca hay cerca de 20 mg por litro. Los vegetales más ricos en ácido 
ascórbico son guisantes, hortalizas de hoja, papas, nabos, tomates y frutas cítricas como naranja, limón, toronja, así como la col 
cruda. 

La preparación de los alimentos (cocción, entre otros) reduce la cantidad de vitamina activa, por la facilidad para formar 
compuestos oxidados inactivos. 


Requerimiento S? Adultos: 45 mg por día; mujeres embarazadas y en lactancia, 60 a 80 mg, Niños: 35 a 40 mg según la 
edad. Los requerimientos aumentan en infecciones agudas o crónicas. 


Metabolismo: La vitamina no es sintetizada por el ser humano, los primates en general, ni el cobayo. Los otros animales 
pueden sintetizarla a partir del esqueleto de la glucosa. 

Su absorción es rápida y completa cuando se suministra por vía oral o parenteral. Se encuentra en todos los tejidos, pero abunda 
en glándulas de secreción interna, hígado, cerebro, o sea, en los tejidos metabólicamente activos, excepto el músculo. Está presente 
en su mayor parte en forma reducida. La concentración sanguínea de la vitamina C en estado normal es de 1 mg/100 mL en 
promedio; si la ingestión disminuye, ésta baja hasta 0.1 mg/100 mL o aún menos. Por encima de 1 a 1.2 mg/100 mL, toda la 
vitamina ingerida o inyectada se excreta por vía renal como tal, o como compuestos inactivos. Puede metabolizarse a CO2, H20 y 


ácido oxálico. 


Deficiencias: En seres humanos: hemorragias petequiales, subcutáneas y subperiósticas; inflamación de las extremidades 
óseas y de la zona articular; fragilidad y hemorragia de las encías, anemia, trastornos en la cicatrización. Prueba intradérmica 
positiva; desaparición muy lenta del color azul al inyectar intradérmicamente 2,6- diclorofenol indofenol. Prueba del torniquete 
positiva: aparición de petequias en el antebrazo al aplicar presión en el brazo con un manguito. Prueba de sobrecarga positiva: la 
administración de una dosis alta de ácido ascórbico no va seguida de su eliminación urinaria, sino que se retiene en el cuerpo. 


Fuentes: La fuente dietética más importante de la vitamina son los carotenoides provitamínicos, presentes en todas las 
hortalizas y frutas amarillas, como zanahoria, tomate, camote, duraznos, maíz amarillo, entre otros. De los alimentos animales se 
obtiene vitamina A preformada, en especial de leche, mantequilla y yema de huevo. Son fuentes de vitamina A para la industria los 
hígados de peces como bacalao, hipogloso, atún y ciertas especies de tiburón, en los cuales alcanza concentraciones de hasta 15%. 


Requerimiento S: Las recomendaciones fijan las necesidades en 5 000 UI diarias para adultos, con aumentos durante el 
crecimiento o por embarazo y lactancia. Sin embargo, se trata de recomendaciones con gran margen de seguridad, pues se han 
observado por años seres humanos sostenidos con 2 500 UI sin consecuencias nocivas. Los requerimientos aumentan en casos de 
enfermedades hepáticas o intestinales, que cursan, estas últimas, con absorción escasa. 


Metabolismo: La vitamina A y los carotenos se absorben en el intestino según los mecanismos de absorción de las grasas. 
La presencia de sales biliares es indispensable para la absorción del caroteno. La vitamina A absorbida aparece en la sangre 
esterificada a ácidos grasos. 

En los tejidos, los carotenos son atacados por carotenasas que liberan la estructura activa de vitamina A de su molécula. 

El principal almacén de vitamina A es el hígado, y en el ser humano y otras especies asegura las necesidades por periodos de 
meses y aun años. 

En el plasma, la vitamina A está en forma de alcohol libre en cifras promedio de 40 ug/100 mL. 

Se excreta muy poca vitamina A por la orina o las materias fecales. En la lactancia la excreción de la vitamina por la leche es 
considerable y puede ser hasta de 3 000 UI diarias o más. La escasa excreción de la vitamina permite la aparición de los síntomas de 
hipervitaminosis A debida a su ingestión excesiva: dolor articular, tumefacción de los huesos largos, caída del pelo y en ocasiones 
hemorragias al parecer debidas a alteraciones de la flora intestinal, con defectos en la formación de vitamina K. 


Deficiencias: En los seres humanos se presenta xeroftalmia (engrosamiento de la conjuntiva con aparición de manchas), 
queratomalacia con ulceración de la córnea, ceguera nocturna e hiperqueratosis folicular del epitelio cutáneo. El contenido de 
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vitamina A en la sangre desciende, está alargado el tiempo de adaptación a la oscuridad y se encuentran células hip erqueratinizadas 
en la secreción vaginal o conjuntival, pero todos estos últimos signos no son constantes ni proporcionales a la gravedad del cuadro 

En los animales de experimentación, además de los señalados para el hombre, se encuentran defectos en la fecundación o la 
implantación del huevo y alteraciones en la gestación o en las crías. Se observa además un defecto en la reabsorción del hueso que 
determina su crecimiento grueso y compacto. 


Fuentes: El ergosterol es la fuente más común en el reino vegetal, pero es de poco valor nutritivo por su escasa absorción; el 
calciferol sí se absorbe con facilidad. En los animales y el ser humano, la estructura más frecuente es el 7-deshidro-colesterol, que es 
activado en la piel por los rayos solares ultravioleta. Las fuentes alimentarias más ricas de la vitamina son hígado y otras vísceras 
de peces y de animales que se alimentan de peces. También hay vitamina D en la yema de huevo (300 UI/100 mg) y la leche (30 
UIL). 


Requerimiento S? En adultos, la radiación de la piel proporciona suficiente vitamina D para conservar el estado de salud. 
Cuando la ingestión de calcio y de fósforo es adecuada, se recomienda hasta 400 UI diarias. La excesiva ingestión de vitamina D 
produce síntomas de hipervitaminosis, entre los que destaca calcificación anormal de los tejidos blandos y de vísceras como riñones 
y pulmones. Se presenta hipercalcemia e incluso hiperfosfatemia, que pueden ser causa de la aparición de cálculos renales. En el 
esqueleto de los niños con hipervitaminosis se observa descalcificación. 


Metabolismo: El ergosterol irradiado se absorbe con rapidez en el intestino, pero es necesaria la presencia de sales biliares. 

El principal sitio de almacenamiento es el hígado, pero también existe en otras vísceras, piel y huesos. Una vez almacenada, la 
disminución es lenta, quizá porque se destruye o excreta en escasa proporción. La vitamina no se excreta por la orina. El 7- 
deshidrocolesterol es la forma en que la vitamina D3 se encuentra en la may oría de los alimentos. Al radiarse con luz ultravioleta se 
convierte en colecalciferol o vitamina D3 activa. El colecalciferol es transformado en 25-hidrocolecalciferol por una enzima de las 
mitocondrias hepáticas. En el riñón, otra enzima hidroxila al último compuesto para formar el 1,25-dihidroxicolecalciferol, que es la 
forma metabólicamente activa de la vitamina y la que actúa a nivel intestinal, óseo y renal. 


Deficiencias: En los seres humanos, la deficiencia de vitamina D durante el periodo de crecimiento produce raquitismo; en 
los adultos causa osteomalacia. Histológicamente, se encuentra mineralización defectuosa del tejido osteoide, reconocible en 
radiografías. Las fuerzas que los músculos ejercen sobre los huesos debilitados deforman éstos y aparecen alteraciones típicas 
como rosario raquítico, deformidad de las articulaciones esternocostales, tórax en quilla y piernas zambas, entre otras. Los 
enfermos con deficiencias muestran concentración baja de fosfatos, aumento de la actividad de fosfatasa alcalina en el suero, 
disminución de calcio y fósforo urinarios y su aumento en las materias fecales. 


Fuentes: Se encuentra sobre todo en las plantas, aunque también en tejidos o productos animales como leche, huevos, carne de 
res o pescado. Las grasas procedentes de los gérmenes de semillas, en especial de trigo y otras gramíneas, son la fuente más rica de 
la vitamina. 


Requerimiento S? Se recomienda la ingestión de 5 UI para los lactantes, 10 UT para los varones y las mujeres, y 12 UI 
para las mujeres embarazadas y durante la lactancia. Se insiste además en que se mantenga una relación ingestión de vitamina E/ 
ácidos grasos poliinsaturados de 0.4. 


Metabolismo: Los tocoferoles se absorben con facilidad en presencia de sales biliares y se distribuyen en todos los tejidos, 
aunque en escasa proporción, lo que sugiere su rápida destrucción; la excreción por la orina es muy limitada. En los seres humanos 
existe cerca de 1 mg/100 mL de tocoferol en el suero, y a través de las heces se elimina el producto de oxidación del a-tocoferol, 
conjugado con dos moléculas de ácido glucurónico. 


Deficiencias: En animales de experimentación (rata, conejo, cobayo) se observan trastornos en la esfera reproductiva, como 
alteraciones degenerativas que conducen a esterilidad y desarrollo defectuoso del embrión en el útero, seguido a menudo de su 
reabsorción. En los músculos sobrevienen los fenómenos de distrofia muscular con inflamación, necrosis y degeneración, que se 
manifiesta por debilidad y parálisis. Aumento de la concentración de creatinina, principalmente en la sangre y en la orina. Los 
animales nacidos de madres con deficiencia en vitamina E también presentan las características histológicas y bioquímicas de los 
animales adultos con deficiencia. En los lactantes se ha descrito un cuadro de deficiencia con bajos niveles de tocoferol en sangre, 
baja de peso corporal, anemia, reticulocitosis y edema. El síndrome responde de manera satisfactoria a la administración exclusiva 
de vitamina E por vía oral. 
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Fuentes: Los vegetales son buenas fuentes naturales de vitamina K. Las hortalizas de hoja verde, como alfalfa, espinaca, 
coliflor y tomates, y el salvado de arroz, son las mejores fuentes. La vitamina Kọ (farnoquinona) es producida por toda clase de 
bacterias, de manera que todos los materiales de origen vegetal o animal putrefactos contienen mucha vitamina K. Después del 
nacimiento, la flora intestinal produce tal cantidad de vitamina que satisface los requerimientos al principio de la vida, cuando las 
reservas proporcionadas por la madre son escasas. 


Requerimiento S: En los seres humanos, debido a la síntesis por las bacterias intestinales, se satisfacen totalmente los 


requerimientos sin necesidad de fuentes externas de la vitamina. Cuando la absorción de la vitamina K está impedida o se bloquea 
de alguna manera su ingreso al organismo, la inyección de 1 a 2 mg diarios basta para impedir la aparición de síntomas. 


Metabolismo: La absorción de la vitamina es como la de las grasas, por lo que se necesitan sales biliares para llevarse a 
cabo. 

Se almacena en muy escasa proporción porque se utiliza con gran rapidez. No existen cantidades importantes en la sangre y no se 
reconoce en la orina. La vitamina K presente en las materias fecales es probablemente de origen bacteriano intestinal. 


Deficiencias: En los seres humanos se presenta deficiencia de vitamina K cuando su absorción intestinal es defectuosa, 
cuando no es producida por las bacterias intestinales o cuando no se utiliza en la síntesis de protrombina; por ejemplo, en los casos 
de enfermedades hepáticas. La falta de vitamina K ocasiona la baja actividad de la protrombina y la coagulación de la sangre se 
perturba, con lo que se pueden producir graves hemorragias. 

Ocasionalmente, en los recién nacidos se observan cuadros hemorrágicos graves que se han atribuido a una defectuosa 
implantación de la flora bacteriana intestinal. 

En animales (pollo, rata, ratón), la deficiencia de vitamina K se logra por medios dietéticos o por el empleo de bacteriostáticos, y 
se produce también un cuadro hemorrágico. La administración de dicumarol, sustancia análoga a la vitamina, produce 
hipoprotrombinemia, que mejora con la administración de vitamina K. 
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Vitaminas hidrosolubles 


Tiamina 

La tiamina o vitamina B4, vitamina antineurítica o vitamina antiberibérica, fue una de las 
primeras vitaminas cuya carencia pudo relacionarse con una enfermedad específica, el 
beriberi humano, observado en grupos humanos cuya alimentación se basa en arroz 
pulido, pues la tiamina está presente en mayor cantidad en la cascarilla del grano. En el 
cuadro clínico destacan polineuritis y edema; las manifestaciones de la deficiencia 
desaparecen al suministrar el salvado del arroz o tiamina pura. Dentro de la célula, la 
tiamina se transforma en pirofosfato de tiamina en una reacción catalizada por la tiamina 
pirofosfotransferasa (figura 12-1). Por otro lado, las fosfatasas que se encuentran en el 
intestino y en otros tejidos se encargan de eliminar el grupo pirofosfato para regenerar la 
tiamina (figura 12-1). El pirofosfato de tiamina participa como coenzima en reacciones en 
que se transfiere una unidad aldehído activada. Tanto en la descarboxilación oxidativa de 
los a-cetoácidos como en la transcetolación, los grupos aldehído son eliminados de la 
molécula. 
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Figura 12-1. Relación entre la tiamina y el pirofosfato de tiamina. Una pirofosfocinasa cataliza la transferencia del 
pirofosfato del ATP a la tiamina para obtener el pirofosfato de tiamina. A su vez, esta última molécula pierde sus 
grupos fosfato por medio de la actividad de una fosfatasa. 


Riboflavina 


La falta de riboflavina se manifiesta en los seres humanos por queilosis, o fisuras de las 
comisuras de la boca, dermatitis seborreica, glositis y lesiones oculares, aumento de la 
vascularización de la córnea y opacidades en ella. La riboflavina o vitamina B>, 
constituida por el D-ribitol y la 7,8-dimetilisoaloxazina (figura 12-2), forma parte de dos 
coenzimas. En el mononucleótido de flavina (FMN, del inglés flavin mononucleotide), el 
D-ribitol se fosforila en el hidroxilo que se encuentra en uno de los extremos de la 
molécula (figura 12-3), mientras que en el dinucleótido de flavina y adenina (FAD, del 
inglés flavin adenine dinucleotide), el fosfato del D-ribitol del FMN se une a una 
molécula de AMP (figura 12-3). Por lo general, el FMN y el FAD se asocian con fuerza a 
la enzima, de tal manera que se requieren condiciones desnaturalizantes para lograr su 
separación. Por esta causa, a este tipo de moléculas se les llama grupos prostéticos. En 
algunos casos, la unión de la coenzima a la proteína ocurre a través de enlaces 
covalentes. La riboflavina, en su forma de coenzima, participa en reacciones de 
oxidorreducción, en las cuales se agregan dos átomos de hidrógeno al anillo de 
isoaloxazina, con lo que el sustrato se oxida y la coenzima se reduce (figura 12-4). La 
naturaleza de las enzimas que contienen FMN o FAD como grupo prostético es muy 
diversa, por lo que algunas funcionan como deshidrogenasas (succinato deshidrogenasa), 
otras como oxidasas (xantina oxidasa) y otras más como descarboxilasas (triptófano 
monooxidasa). 
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Figura 12-2. Estructura química de la riboflavina. La riboflavina está compuesta por el ribitol (un polialcohol de 
cinco átomos de carbono) y la 7,8-dimetilisoaloxazina. 
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Figura 12-3. Estructura química del mononucleótido de flavina (FMN) y del dinucleótido de flavina y adenina 
(FAD). Se puede ver que el mononucleótido de flavina se produce al unir un grupo fosfato a la riboflavina. El 


FAD es el resultado de la unión de una molécula de FMN y otra de AMP. 
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Figura 12-4. Reacción de oxidorreducción en la que interviene la riboflavina del FMN o del FAD. El anillo de 7,8- 
dimetilisoaloxazina de la riboflavina recibe dos átomos de hidrógeno (H°). 


Niacina 

La niacina o ácido nicotínico se ha relacionado con la pelagra, cuadro clínico carencial 
caracterizado por dermatitis, glositis, diarrea y, en los estadios terminales de la 
enfermedad, por trastornos mentales del tipo de la demencia. Aunque la niacina a 
menudo mejora los síntomas, en la pelagra domina la alteración nutricional múltiple. El 
ácido nicotínico se transforma en nicotinamida (figura 12-5 A), la cual forma parte de dos 


coenzimas: el dinucleótido de nicotinamida y adenina (NAD”, del inglés nicotinamide 


adenine dinucleotide) y el fosfato del dinucleótido de nicotinamida y adenina (NADP”, 
del inglés nicotinamide adenine dinucleotide phosphate) (figura 12-5 B). Los nucleótidos 
de nicotinamida están involucrados en reacciones de oxidorreducción, del tipo de las 
catalizadas por deshidrogenasas, en las que se eliminan dos átomos de hidrógeno de un 
sustrato. Las deshidrogenasas que utilizan estas coenzimas participan en la oxidación de 
alcoholes, aldehídos, ácidos y a-aminoácidos. En este proceso ocurre la transferencia, al 
anillo de la nicotinamida, de un ion hidruro (un átomo de hidrógeno con un electrón de 
más), junto con la liberación de un hidrogenión o protón (figura 12-6). A diferencia de las 


flavín-coenzimas, que se unen fuertemente a la enzima, el NAD” y el NADP” funcionan 
como cosustratos, de tal manera que, al final del ciclo catalítico, las coenzimas reducidas 
se liberan al medio junto con el producto oxidado. La coenzima puede ser tomada por 
otra enzima dependiente de NAD* o NADP* para catalizar otra reacción de 
oxidorreducción diferente y, con esto, regenerar la forma oxidada de la coenzima. Este 
ciclo de reducción-oxidación de la coenzima es esencial para mantener la síntesis de ATP, 
tanto en la fosforilación a nivel del sustrato como en la fosforilación oxidativa. 
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Figura 12-5. A) Estructura química del ácido nicotínico y de la nicotinamida. B) Estructura química del 
dinucleótido de nicotinamida y adenina (NAD+) y del fosfato del dinucleótido de nicotinamida y adenina 


(NADP?). 
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Figura 12-6. Forma oxidada y reducida del NAD” y NADP*. Al reduc irse, la nicotinamida acepta un ion hidruro 
(un átomo de hidrógeno con un electrón de más: H:). 


Piridoxina 

Desde el punto de vista nutriológico del ser humano, la piridoxina tiene un interés 
secundario; no se ha demostrado en forma definitiva la relación entre su carencia y la 
aparición de síntomas o signos específicos. Quizá, la cantidad de piridoxina presente en 
cualquier tipo de alimentación, o el aporte de la flora intestinal en el ser humano, 
satisfacen el requerimiento alimentario de la vitamina. En la rata, su deficiencia suele 
causar una dermatitis característica. La piridoxina que se absorbe en el intestino se 
transforma en el hígado en fosfato de piridoxal, mediante la intervención de varias 
enzimas (figura 12-7). En la primera de las reacciones se forma fosfato de piridoxina, el 
cual se oxida a fosfato de piridoxal por medio de una enzima que contiene FAD como 
grupo prostético. Con la acción de una transaminasa, que utiliza al aspartato como 
donador del grupo amino, se obtiene el fosfato de piridoxamina. Como se observa en la 
figura 12-7, el ácido 4-piridóxico se obtiene a través de la acción de una fosfatasa y una 


deshidrogenasa dependiente de NAD”. El fosfato de piridoxal y el de piridoxamina 
participan en reacciones de transaminación, descarboxilación y racemización (figura 12-8). 
El factor común en estas reacciones es la formación de una base de Schiff (aldimina) 
entre el grupo a-amino de un residuo de lisina en la proteína y el fosfato de piridoxal. 
Durante el curso de la reacción, este enlace es reemplazado por otra base de Schiff entre 
la coenzima y el grupo amino de un aminoácido (figura 12-8). 
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Figura 12-7. Via metabólica de la síntesis y degradación del fosfato de piridoxamina y del fosfato de piridoxal. 
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Figura 12-8. Mecanismo de las reacciones de transaminación, descarboxilación y racemización en las que 
interviene el fosfato de piridoxal (o piridoxamina). El fosfato de piridoxal se une covalentemente a una lisina de la 
enzima formando una base de Schiff. El aminoácido que entra al sitio activo desplaza a la lisina y produce una 
aldimina con el fosfato de piridoxal. En función de la enzima y de los respectivos rearreglos electrónicos que se 
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llevan a cabo en el sitio activo, se obtiene una transaminación, descarboxilación o racemización del aminoácido. 


Ácido pantoténico 


El ácido pantoténico (figura 12-9) es una sustancia indispensable para las plantas, las 
bacterias y diversos animales, como los mamíferos superiores. En el ser humano no se 
ha descrito una sintomatología típica de su deficiencia; en especies animales de 
laboratorio, se demuestra la necesidad de su presencia en los alimentos. En todo caso, 
sus funciones son muy importantes para la fisiología de todo individuo. En los animales, 
la deficiencia de ácido pantoténico se caracteriza por una variedad de síntomas de 
predominio cutáneo (dermatitis, alopecia, atrofia epidérmica), signos y síntomas 
nerviosos y digestivos, y anemia. El ácido pantoténico es un componente de la proteína 
acarreadora de acilos (síntesis de ácidos grasos) y de la coenzima A (figura 12-10), que 
también sirve como acarreadora de acilos activados, en procesos tan diversos como la f- 
oxidación, la acetilación o palmitoilación de proteínas, o la formación de ácido cítrico en 
el ciclo de Krebs. Debido a que el enlace tioéster entre el tiol de la coenzima A y el 


carboxilo del grupo acilo es de alta energía, con un AG? de hidrólisis comparable al del 
ATP, se requiere de un gasto de energía libre para su formación: 


O H CH, 
H l | 
"OOC —CH,— CH;— N — C —C — C — CHOH 
| i | 
á OH CH, 
Ácido pantoténico 


Figura 12-9. Estructura química del ácido pantoténico. 
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Figura 12-10. Estructura química de la coenzima A (CoA-SH). 


Biotina 

La biotina (figura 12-11) se reconoció como factor de crecimiento para microorganismos y 
también por las alteraciones que ocurren en las ratas alimentadas con cantidades 
excesivas de clara de huevo cruda, muy rica en la proteína avidina, que en el intestino se 
combina con la biotina e impide su absorción, causando un cuadro carencial. En el ser 
humano no se ha descrito ninguna enfermedad por carencia de biotina. Los 
requerimientos diarios se calculan en 100 a 300 ug, los cuales son sintetizados por la 
flora intestinal. Esta vitamina se une de modo covalente a la enzima por medio del grupo 
e-amino de un residuo de lisina (figura 12-11). La hidrólisis de la proteína produce la 
biocitina, molécula compuesta por una lisina y biotina. La biotina participa en reacciones 
de carboxilación, en las cuales se forma el complejo carboxil-biotina-enzima, que luego 
transfiere el grupo carboxilo a un sustrato aceptor a través de una reacción de 
transcarboxilación (figura 12-12). Entre las enzimas que utilizan biotina se encuentran la 
piruvato carboxilasa (gluconeogénesis), la acetil-CoA carboxilasa (síntesis de ácidos 


grasos) y la propionil-CoA carboxilasa (transformación del propionil- CoA en succinil- 
CoA). 
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Figura 12-11. Estructura química de la biotina y de la biocitina. La biocitina se produce cuando la biotina se une a 
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Figura 12-12. Reacción de carboxilación catalizada por enzimas que contienen biotina. En una primera etapa, la 


biotina se carboxila y, en la segunda etapa, el grupo carboxilo (CO77) se transfiere a una molécula aceptora. 


Folato 


Folato es el nombre común del pteroilglutamato (figura 12-13), abundante en frutas y 
hortalizas. La deficiencia de folato en el ser humano se debe a su carencia en los 
alimentos, al síndrome de malabsorción o a la descompensación funcional del embarazo. 
Un cometido muy importante del folato es el de participar en la síntesis de la timina, base 
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pirimidínica integrante del DNA. Las células con mayor actividad duplicativa, como las 
hemáticas y las del intestino, son las primeras en mostrar los signos de la deficiencia: 
descenso de la hemoglobina, alteraciones en las células de la médula ósea y anemia 
macrocítica. La función del tetrahidrofolato (THF), la coenzima de la vitamina, es 
acarrear unidades de un átomo de carbono con diferentes grados de oxidación. El ácido 
fólico que se absorbe en el intestino se reduce dentro de las células hasta ácido 
tetrahidrofólico (figura 12-14). Se trata de un proceso mediado por la dihidrofolato 
reductasa. Esta enzima es de interés médico, debido a que es el blanco de varios agentes 
antitumorales, entre los cuales se encuentra el metotrexato, cuya estructura es muy 
similar a la del ácido fólico (figura 12-13). A su vez, el ácido tetrahidrofólico reacciona con 
el ATP y el formiato para dar lugar al N10-formil-tetrahidrofolato, el cual sufre diferentes 
procesos de  oxidorreducción que conducen a la formación del 5,10- 
meteniltetrahidrofolato, 5,10-metileno-THF y 5-metil-T HF (figura 12-14). 
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Figura 12-13. Estructura química del ácido fólico y del metotrexato, un análogo de ácido fólico que se usa como 
fármaco contra el cáncer. 
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Figura 12-14A. Vía metabólica de la síntesis de los derivados del ácido fólico. 
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Figura 12-14B. Vía metabólica de la síntesis de los derivados del ácido fólico. 


Vitamina B;» 
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La vitamina Bı? es una familia de compuestos organometálicos con cobalto, los cuales, 
por no ser sintetizados en el cuerpo humano, deben suministrarse en la forma de 
productos cárnicos o lácteos. La vitamina Bj de los alimentos se une a una 
elucoproteína con peso cercano a 50 kDa producida por las células parietales del 
estómago, llamada factor intrínseco (FI). En el íleo distal, este complejo FI-B¡» es 
reconocido por un receptor en los enterocitos, y a través de un proceso de endocitosis y 
con la participación de los lisosomas en la degradación del factor intrínseco, la vitamina 
B¡» se separa de la proteína y se transfiere a la circulación porta. En la sangre la vitamina 
es transportada por la transcobalamina II y por fin es captada por el hígado y la médula 
ósea. El requerimiento mínimo diario de vitamina B;» es de cerca de 2.5 ug, y de manera 
habitual hay 4 mg de ella en el hígado y en otros tejidos; así, en caso de no ingerirla en lo 
absoluto, hay reservas en los seres humanos para unos cuatro años. Las deficiencias 
alimentarias de vitamina By» se relacionan con trastornos de su absorción; por lo tanto, 
en casos de carencia, es necesario administrarla por vía parenteral. Existen trastornos de 
absorción de la vitamina Bį2 después de gastrectomía total, debidos a la falta del factor 
intrínseco producido por el estómago. Como se puede apreciar en la figura 12-15, la 
vitamina B;», está formada por un anillo de corrina, que se parece al del grupo hemo de la 
hemoglobina y de los citocromos, y que contiene un ion cobalto con seis enlaces de 
coordinación; cuatro de ellos provienen de los nitrógenos del anillo de corrina, y otro más 
del nitrógeno de la 5,6-dimetilbenzimidazol, mientras que el último enlace puede estar 
dado por diferentes ligandos, que originan varias formas de la vitamina: cianocobalamina 
(-CN), hidroxicobalamina (-OH), acuocobalamina (-H>20), nitrocobalamina (-NO»), 
metilcobalamina (-CH3) y 5”-desoxiadenosilcobalamina (5”-desoxiadenosina) (cuadro 12-2). 
Los dos últimos compuestos son las formas que funcionan como coenzimas. En los seres 
humanos, la vitamina B;,> actúa como grupo prostético en dos tipos de reacciones; uno se 
refiere a la isomerización y el otro a la transferencia de los grupos metilo. Un ejemplo del 
primer tipo es el caso de la metilmalonil-coenzima A mutasa, que convierte este 
compuesto en succinil-coenzima A, como se presenta a continuación: 
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Figura 12-15. Estructura química de la cianocobalamina o vitamina Bj. 


Un ejemplo del segundo tipo es el caso de la metiltransferasa de la homocisteína: 
La ausencia de metilcobalamina ocasiona la acumulación de metiltetrahidrofolato, que 
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aunada a la baja síntesis de metionina, puede ser causa de la anemia y de las alteraciones 
del sistema nervioso central que se observan en los cuadros carenciales de la vitamina. 
En los seres humanos, la deficiencia de vitamina Bọ se parece a la carencia de folato. 
Sin embargo, en el primer caso se produce anemia perniciosa, es decir, un cuadro de 
anemia macrocítica combinada con lesiones características del sistema nervioso, como 
degeneración subaguda de los cordones posteriores de la médula, lesiones nerviosas 
periféricas y ciertos síntomas en la esfera psiquiátrica. 


Ascorbato 


El ascorbato o vitamina C es la otra vitamina hidrosoluble de importancia, aparte de las 
del complejo B. Tiene estructura tipo monosacárido; su forma reducida es el ascorbato, 
el cual, al perder dos átomos de hidrógeno, se oxida a deshidroascorbato (figura 12-16). La 
mayoría de los animales, excepto el ser humano, otros primates y el cobayo, pueden 
sintetizar ascorbato. Los signos de su deficiencia constituyen el escorbuto. De hecho, 
ésta fue una de las primera enfermedades carenciales conocidas y para la cual se 
encontró el tratamiento, que consiste en incluir en la alimentación frutas crudas, en 
especial cítricos. Cuando no se ingiere vitamina C, pasan unos seis meses antes de la 
aparición de los síntomas de carencia. El ascorbato interviene en la maduración del 
colágeno; en los cuadros de carencia disminuye el proceso de hidroxilación de la prolina y 
la lisina en el procolágeno. La forma no hidroxilada del procolágeno no puede formar la 
triple hélice característica, lo cual es una posible explicación de la fragilidad capilar, la 
cicatrización defectuosa y ciertas anomalías óseas. 


2H 
Oxidación 
ii 
i i 
| | 
sa | o=c hn 
Lo ' o O O Acido 
Acido -ascórbico M j En. | deshidroascórbico 
l 
HC HC 
| 
HOCH HOCH 
l 
CHOH CHOH 
Reducción 
GSSG 2 GSH 


Figura 12-16. Reacción de oxidorreducción del ácido ascórbico 
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Vitaminas liposolubles 


Las vitaminas liposolubles son las vitaminas A o retinoides, las vitaminas D o calciferoles, 
las vitaminas E o tocoferoles, y las vitaminas K o naftoquinonas. Las vitaminas 
liposolubles se acumulan con facilidad en el organismo y suele haber reservas 
considerables de ellas; más aún, por esta causa aparecen síntomas de intoxicación si se 
les administra en exceso. 


Vitamina A 


La vitamina A y sus precursores, los carotenos, son derivados del terpeno. Desde el 
punto de vista estructural, la vitamina A termina su cadena lateral con el grupo alcohol 
(CH),0H), y recibe el nombre de retinol; puede transformarse de manera reversible en el 
aldehído (CHO) o retinal, e incluso en el ácido retinoico (COOH); cada una de estas 
formas tiene funciones diferentes (figura 12-17). 
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Figura 12-17. Estructura química del retinol (vitamina A]) y del retinal (aldehído de la vitamina Aj). 


Cuando se administra ácido retinoico a los animales experimentales con carencia de 
vitamina A, no se mejoran la visión ni los problemas de esterilidad, pero sí desaparecen 
las alteraciones de los epitelios típicas del cuadro carencial. La administración de retinol a 
los animales deficientes resuelve la totalidad del cuadro. A nivel molecular, el ácido 
retinoico penetra en las células en que actúa y se une a una proteína del citosol, que se 
transfiere al núcleo celular, en donde el complejo proteína-ácido retinoico se une a ciertas 
regiones del DNA, para facilitar la expresión de genes responsables de la proliferación y 
diferenciación de células normales y neoplásicas. El ácido retimoico participa en la 
función reproductiva, ya sea en los testículos o en los ovarios. El cuadro clínico por 
carencia de vitamina A se acompaña de esterilidad, que se explica por el mecanismo 
antes descrito. 

En la retina ocular existen los conos y los bastones, que son estimulados por la luz 
brillante y los colores, y por la luz difusa y tenue, respectivamente. En los bastones se 
localiza la proteína de la visión llamada opsina, a la cual se une el 11-cis-retinal y así se 
genera el pigmento visual o rodopsina. Desde el punto de vista de su funcionamiento, el 
ciclo visual (figura 12-18) se inicia con la acción de un fotón sobre el 11-cis-retinal de la 
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rodopsina, que se isomeriza y forma el todo-trans-retinal. La isomerización altera la 
disposición geométrica del retinal y ocasiona la separación del trans-retinal de la opsina, 


lo cual induce el cierre de canales de Na* y Ca?" en la membrana del fotorreceptor y, a 
través de varias etapas, la transmisión del impulso nervioso a la corteza cerebral. El todo- 
trans-retinal no puede unirse a la opsina si no se convierte en 11-cis-retinal. La 
regeneración de la rodopsina a partir de la opsina y el cis-retinal se realiza en la 
oscuridad. El todo-trans-retinal desprendido de la rodopsina posee un grupo aldehido 


reducible con NADH + H* para dar origen al alcohol correspondiente, el trans-retinol o 
vitamina Al; la reacción es paulatina y es catalizada por una retinol deshidrogenasa, muy 
parecida o idéntica a la deshidrogenasa alcohólica. En diversas partes del organismo, en 
especial en el hígado, se lleva a cabo la transformación del trans-retinol, por medio de 
una isomerasa, en cis-retinol; éste, una vez modificado, regresa a la retina por vía 


sanguínea y allí, en presencia de la misma retinol deshidrogenasa, pero ahora con NAD”, 
se convierte en 11-cís-retinal, que se combina una vez más con la opsina para formar la 
rodopsina; esta última reacción se lleva a cabo de manera espontánea en la oscuridad. Se 
han descrito tres tipos diferentes de opsinas en los bastones y uno más para los conos; en 
todos los casos, el cromóforo unido a la proteína es el mismo retinal, que al ser 
alcanzado por los fotones, desencadena un ciclo de reacción como el que se describió en 
el párrafo anterior. El síntoma de hemeralopía o nictalopía, o sea el defecto de la 
adaptación a la oscuridad en las personas deficientes de vitamina A, se puede explicar por 
la falta de la vitamina para la visión con luz escasa, conforme al ciclo visual descrito. 
Cuando se ingiere una cantidad de vitamina A en forma de concentrados, o de aceites de 
hígado de peces muy ricos en ésta, puede aparecer la hipervitaminosis A, la cual cursa 
con crecimiento del hígado y del bazo, anemia y alteraciones óseas. Es común observar 
la inocua hipercarotinemia debida a la ingestión de cantidades excesivas de hortalizas (o 
sus jugos) muy ricas en caroteno, como la zanahoria. El pigmento llega a impregnar la 
piel, y los individuos afectados muestran coloración anaranjada de los tegumentos. 
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Rodopsina 


Oscuridad => ¿== Luz 


11-cis-retinal-CHO Opsina trans -retinal-CHO 
NADH + H+ NADH +H* 
(uan Retinol deshidrogenasa = 
NAD* NAD” 


cis -retinol-CH OH 


aA trans-retinol-CH30H 
(vitamina A) 


(vitamina A,) 


Isomerasa 
(hígado) 


Figura 12-18. Ciclo visual de la rodopsina. Se señalan las respectivas funciones aldehído (-CHO), y alcohol (+ 
CH20H) de los metabolitos correspondientes. 


Vitaminas D 


La vitamina D en rigor es una hormona y no una vitamina. Si un individuo recibe 
suficiente radiación solar no necesita ningún complemento dietético de vitamina D. Su 
función en el intestino y en el hueso es la de participar en la regulación del metabolismo 
del calcio. 

La activación de los precursores de las vitaminas D (figura 12-19) presentes en la piel se 
hace con la luz ultravioleta de longitud de onda de 290 a 320 nm. Como la energía 
luminosa proveniente del Sol tiene longitudes de onda superiores a 290 nm, la luz solar, 
al caer de forma directa sobre la piel sin interferencia de vidrio, humo, nubes, entre otros, 
es eficaz para convertir los precursores en la vitamina D. La fotólisis inducida por la luz 
ultravioleta sobre el 7-deshidrocolesterol produce la vitamina D3, la cual sufre dos 
procesos de hidroxilación para dar lugar a la 1-a25-dihidroxicolecalciferol, que es el 
compuesto activo (figura 12-19). El 1-a25-dihidroxicolecalciferol interviene en el 
metabolismo del Ca?* y del fosfato, sobre todo en el intestino y en los huesos. En el 
intestino, esta hormona se une a un receptor, una proteína citoplasmática. El complejo 
hormona-receptor se transloca al interior del núcleo y se une a regiones específicas del 
DNA, con lo cual estimula la transcripción de genes específicos y la síntesis de la 
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proteína acarreadora de calcio. Esta última tiene peso molecular de 24 kDa y fija un ion 
calcio por molécula de proteína. El resultado final es que el 1-a25-dihidroxicolecalciferol 


estimula la captación de Ca?* y de fosfato en el intestino, su paso a la sangre por medio 
de la proteína acarreadora de calcio, y el incremento de calcio y fosfato en la sangre. 
Este fenómeno también se asocia con la desmineralización ósea, ya que, en las células 
del hueso, el 1-a25-dihidroxicolecalciferol (vía su receptor citoplasmático, unión al DNA, 
síntesis de RNA y de proteína) da lugar a una mayor disolución del hueso y a la 
liberación de Ca?* y de fosfato a la circulación sanguínea. Este efecto es extraño, ya que 
cuando falta el 1-025-dihidro-xicolecalciferol por ausencia de vitamina D, se produce 
raquitismo en el niño u osteomalacia en el adulto. Ambos cuadros se caracterizan por 
desmineralización del hueso. 
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Figura 12-19. Vía metabólica de la síntesis de la vitamina D3 y del 1,25-dihidroxicolecalciferol. 


Vitamina E 


En la fracción insaponificable de algunas grasas, en especial los aceites de gérmenes de 
trigo y otras semillas, existen sustancias necesarias para el correcto funcionamiento 
muscular y la fecundidad de diversas especies animales. Estas sustancias se han 
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denominado de manera genérica vitaminas liposolubles E, o vitaminas antiesterilidad, y 
desde el punto de vista químico, tocoferoles, debido a que tienen la estructura tocol 
(figura 12-20). La más abundante y potente en su acción vitamínica es el a-tocoferol o 
5,7,8-trimetiltocol. Son sustancias antioxidantes, y por esta propiedad se usan para 
proteger las grasas, la vitamina A y otros compuestos contra la oxidación. 


E ŘŘ----- 


e a-tocoferol  5,7,8-trimetiltocol 
P-tocoferol  5,8-dimetiltocol 
y O Unidad isoprenoide y-tocoferol  7,8-dimetiltocol 
A CH3 d-tocoferol 8-metiltocol 
CH A CH, CH, CH3 
CH3 O 3 | | | 
(CH))3- CH— (CH»)3— CH — (CH3), — CH— CH3 
Ha 
HO CH3 a-Tocoferol 
CH3 


Figura 12-20. Estructura química de los tocoferoles y del a-tocoferol. En el anillo tocol, que sirve de base 
estructural, se señalan los sitios de sustitución de metilos, CH3, que originan los diversos tocoferoles 


Con base en sus propiedades antioxidantes, los tocoferoles pueden tener la función de 
proteger contra la peroxidación de los ácidos grasos poltinsaturados de diversas 
membranas celulares. En el caso del tejido muscular, la alteración de la membrana de los 
lisosomas permite la liberación de las hidrolasas lisosómicas. La carencia de vitamina E 
en los animales puede causar distrofia, destrucción de los eritrocitos y anemia con 
reticulocitosis. 

En clínica es muy difícil establecer el diagnóstico de deficiencia de vitamina E en el 
ser humano; debe sospecharse en pacientes con síndrome de malabsorción, en especial 
de lípidos. También se ha observado su deficiencia en lactantes alimentados sólo con 
leches artificiales; en ellos se encuentran bajos niveles de tocoferol en la sangre, 
disminución en la sobrevida de los eritrocitos, anemia macrocítica, reticulocitosis, 
trombosis y edema. El cuadro responde a la administración oral de vitamina E. 


booksmedicos.org 


Vitamina K 


En los seres humanos se presentan trastornos caracterizados por hemorragias cuya causa 
es la deficiente maduración de la protrombina, por falta de una sustancia quinonoide del 
grupo de las vitaminas K. El cuadro también ocurre por la administración terapéutica de 
fármacos anticoagulantes como el dicumarol. Existen numerosas formas naturales o 
artificiales de sustancias con actividad antihemorrágica. Los seres humanos obtienen la 
vitamina K de las hojas de las hortalizas verdes o por su síntesis en las bacterias 
intestinales. La absorción normal de las grasas de los alimentos es requisito indispensable 
para la absorción de la vitamina K. El cuadro clínico de carencia de vitamina K puede 
presentarse como consecuencia de un síndrome de malabsorción de las grasas o por una 
eliminación de la flora normal del intestino, acompañada de ingestión deficiente de 
vitamina K. Esta última situación es más común en los recién nacidos. Todas las 
sustancias con actividad de vitamina K tienen la estructura de naftoquinona. Las 
principales formas naturales son la vitamina K1 (filoquinona) y la vitamina K3 
(menaquinona), diferenciadas por la cadena lateral unida al grupo ftiocol. La menadiona, 
producto sintético, tiene gran actividad (figura 12-21). La vitamina K es factor 
indispensable de una carboxilasa hepática, cuya función es la de carboxilar el residuo de 
glutamato presente en varias proteínas y formar y-carboxilglutamato (figura 12- 22). 
Debido a la reacción anterior, la vitamina K interviene en la maduración postraduccional 
de cuatro factores participantes en la coagulación sanguínea (protrombina y factores VII, 
IX y X), y de proteínas involucradas en el metabolismo del hueso, como osteocalcina y 
periostina. Los factores de la coagulación son inactivos antes de la carboxilación de 
varios residuos de glutamato en su molécula; después de esto, las proteínas de la 
coagulación adquieren su actividad fisiológica completa. La protrombina es uno de los 
factores activables por la carboxilación de 10 diferentes residuos glutamato, cuya función 


está relacionada con la unión del Ca?*, indispensable para el proceso normal de la 
coagulación. La síntesis de cada molécula de y-carboxilglutamato requiere dos óxido- 
reductasas, la vitamina K epóxido reductasa y la y-glutamil-carboxilasa o carboxilasa 
dependiente de vitamina K; el dicumarol, usado como anticoagulante, inhibe la primera 
reducción y así mantiene inactiva la vitamina K. 


412. 
booksmedicos.org 


O 
CHa 
OH 
O 


ftiocol 
2-metil-3-hidroxi-1,4-naftoquinona 


O O 
CH, CH3 
(Unidad isoprenoide), 
O O 
Menadiona Vitaminas K (K,,K,,etc.) 
O 
CH3 
ije $ 
O 
Vitaminas K4 (fitil-menaquinona) 
O 
CH3 
CH3 
| 
CH—CH= C-—CH 
Il Ha 2/.H 


Serie de la vitamina Ko n = 6-9 


Figura 12-21. Vitaminas K. La posición donde está indicada la unidad isoprenoide es el asiento de numerosas 
sustituciones que forman las diversas vitaminas K. Las variedades hidrosolubles son ésteres de disulfato, 
difosfato, entre otros, en las posiciones 1 y 4 de las hidroquinonas. Estructura química de la vitamina Kj y la K9. 
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Figura 12-22. Reacción de carboxilación en la que participa la vitamina K. La introducción de un grupo carboxilo 
en el carbono y del glutamato crea un sitio de unión para el ion calcio. 
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o Preguntas de reforzamiento 


1 ¿Cuál es la relevancia de las vitaminas en la función de las enzimas? 

2 ¿Por qué la carencia de vitamina B42 produce el mismo cuadro clínico que la carencia de ácido fólico? 
3 Mencione dos vitaminas que se sintetizan por la microbiota del lumen intestinal. 

4 ¿Qué vitaminas funcionan como antioxidantes? 


5 ¿Qué vitamina se requiere para la maduración de los factores de coagulación? 
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Capítulo 13 
“o Quimica de 
a O o° los carbohidratos 


Anahí Chavarría Krauser, Alfonso Cárabez Trejo 


e Clasificación 

e Monosacáridos simples 

e Monosacáridos derivados 

e Reacciones de los monosacáridos 

e Otras reacciones de los monosacáridos 
e Disacáridos 

e Reacciones de los disacáridos 

e Polisacáridos 

e Glucoproteínas 

e Proteoglucanos 


e E clave 


Í Los carbohidratos son moléculas orgánicas cuyo carbono (C) se une a hidrógeno y oxígeno (H20), teniendo la fórmula química 
Cn(H20)n. 


2 Los monosacáridos son compuestos polihidroxilados cuyo grupo carbonilo puede ser un aldehido o cetona. Su nombre depende 
del número de carbonos que presente y pueden formar monosacáridos simples y derivados. Los principales monosacáridos simples 
son glucosa, galactosa y fructosa. Los monosacáridos derivados incluyen azúcares alcoholes, azúcares ácidos, azúcares 
fosforilados, desoxiazúcares y aminoazúcares. 

3 En los monosacáridos la existencia de uno o varios carbonos asimétricos puede generar diferentes configuraciones espaciales. Los 
estereoisómeros (isómeros especulares) son compuestos en espejo de la molécula del otro y no son superponibles. La designación 
D- y L- se basa en la orientación del grupo OH en relación al carbono quiral que está más alejado del carbonilo. 

4 Las cetosas y aldosas de cinco y seis carbonos pueden reaccionar con grupos alcohol y formar estructuras de anillo muy estables 
mediante la formación de un hemicetal y hemiacetal, respectivamente. Los monosacáridos cíclicos cuyos anillos tienen cinco 
miembros se conocen como furanosas y los de seis miembros piranosas. Estos anillos forman un nuevo centro asimétrico o quiral 
basado en el carbono 1 (carbono anomérico), dando lugar a los estereoisómeros a y ß, que son capaces también de rotar el plano de 
la luz polarizada. 

5 La unión glucosídica o enlace glucosídico se da cuando el grupo hidroxilo del carbono anomérico de un monosacárido cíclico se 
une al grupo hidroxilo de un segundo azúcar. La unión glucosídica permite la formación de disacáridos, oligosacáridos y 
polisacáridos. Los disacáridos más comunes son la sacarosa, maltosa y lactosa. 

6 Los polisacáridos son polímeros de múltiples monosacáridos unidos por enlaces glucosídicos. Si el monosacárido rep etido es uno 
mismo se denominan homopolisacáridos, si son diferentes son heteropolisacáridos. El glucógeno, el almidón y la celulosa son 
homopolisacáridos de glucosa. El glucógeno y el almidón presentan enlaces glucosídicos a(1>4) y a(1—6), la celulosa B(1>4). 
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7 Glucoconjugados son oligosacáridos unidos de forma covalente a proteínas y lípidos. Los carbohidratos unidos a proteínas 
pueden ser glucoproteínas y proteoglucanos. Las glucoproteínas tienen múltiples funciones en la célula y en las interacciones 
celulares; pueden estar en formas solubles y como parte de la membrana plasmática. Los proteoglucanos forman parte de la matriz 
extracelular de los tejidos y están a su vez formados por glucosaminoglucanos. 


Los carbohidratos constituyen la mayor parte de la materia orgánica de la Tierra y tienen 
varias funciones en los seres vivos. Sirven como almacén de energía, combustibles 
energéticos, intermediarios metabólicos, componentes estructurales, forman 
elucoconjugados y parte de moléculas como el ATP, de los ácidos nucleicos RNA y 
DNA, coenzimas, entre otras (cuadro 13-1). 


Cuadro 13-1. Principales funciones de los carbohidratos y algunos ejemplos 


A. Plantas Almidón 
B. Animales Glucógeno 


A. Glucólisis y gluconeogénesis Glucosa 
Gliceraldehído 
Dihidroxiacetona 
Glucosa-6-fosfato 
Fructosa 6-fosfato 


B. Glucogenogénesis o glucogénesis Glucosa-6-fosfato 
C. Glucogenólisis Glucosa-1 fosfato 
D. Ruta de la pentosa fosfato Ribulosa 

Ribosa 


A. Plantas Celulosa 
B. Invertebrados y hongos Quitina 
C. Bacterias Mureiína 


A. Glucoproteínas (secretadas, membranales, hormonales, estructurales, Mucina 
entre otras) Inmunoglobulinas 
Antigenos del sistema sanguíneo ABO (ver cuadro 13- 


5 


B. Glucolípidos Gangliósidos 
Cerebrósidos 
Sulfátidos 


C. Proteoglucanos Proteína central unida a glucosaminoglucanos (ver 
cuadro 13-4) 
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A. Unidad de energía libre ATP 


B. Coenzimas FAD 
NAD+ 
Coenzima Á 
C. Ácidos nucleicos Ribosa 


Desoxirribosa 


Para comprender la importancia biológica de los carbohidratos en el metabolismo 
celular, resulta conveniente precisar que constituyen sólo 0.3% del organismo, en 
comparación con el 70% de agua, 16% de proteinas y 9% de lípidos. Sin embargo, cada 
24 h, los carbohidratos se ingieren 4.75 veces más (380 g) que las proteínas (80 g) y 4.22 
veces más que los lípidos (90 g). La ingestión referida permite la producción de 1 520 
kcal, cifra equivalente a 57.3% de las calorías producidas por la combustión de 
carbohidratos, lípidos y proteínas en conjunto. A pesar de la gran cantidad ingerida de 
carbohidratos, constituyen una pequeña porción del peso corporal, lo que indica que son 
objeto de un elevado recambio y metabolismo. Los carbohidratos, o hidratos de carbono, 
se conocen también como azúcares, sacáridos o glúcidos. 
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Clasificación 


Los carbohidratos son compuestos orgánicos formados por carbono (C), hidrógeno (H) y 
oxígeno (O), cuya fórmula general es: 


n(H20)n 


a 
Los carbohidratos se pueden clasificar de acuerdo al grupo funcional, el número de carbonos, y 
por las unidades de azúcares que presentan. 


El número de átomos de carbono presentes en cada carbohidrato define el nombre; por 
ejemplo, las triosas son moléculas de carbohidrato que están constituidas por tres átomos 
de carbono (3 C), las tetrosas por cuatro (4 C), pentosas por cinco (5 C), entre otras 
(cuadro 13-2). 


Cuadro 13-2. Clasificación de los carbohidratos. Los nombres en cursiva se refieren a 
ejemplos comunes de cada grupo 


A. Triosas Aldosas Cetosas 

B. Tetrosas gliceraldehído dihidroxiacetona 

C. Pentosas eritrosa eritrulosa 

D. Hexosa ribosa ribuloa 

E. Heptosas glucosa fructosa 
seudoheptulosa 


A. Ésteres glucosa-6-fosfato 
B. Azúcares alcoholes glicerol 

C. Azúcares ácidos ácido glucurónico 
D. Azúcares aminados glucosamina 
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A. Disacáridos sacarosa 


B. Trisacáridos maltriosa 

A. Homopolisacáridos almidón 
glucógeno 
celulosa 

B. Heteropolisacáridos glucosaminoglucanos 
proteoglucanos 


D 

2 Cuando por hidrólisis ya no es posible fragmentar una molécula de carbohidrato en la que se 
encuentra un grupo carbonilo (aldehído o cetona) y varios grupos alcohol (al menos un alcohol primario 
y un alcohol secundario), el compuesto se conoce como azúcar o monosacárido simple. El grupo 
carbonilo, aldehído o cetona, presente en los carbohidratos define la existencia de dos tipos: las aldosas 
y las cetosas. Las moléculas más simples que cumplen con esta definición son el gliceraldehído (aldosa) 
y la dihidroxiacetona (cetosa) (figura 13-1). 


i 
hai dd igi aai A 
H— C*0OH HO= G% H C 
0 

| 


II 
O 


| | 
H= C =0H H =C =0H H 
| | 
H H H 


D-Gliceraldehído L-Gliceraldehído Dihidroxiacetona 


Figura 13-1. Fórmula desarrollada de las triosas D- y L-gliceraldehído y la dihidroxiacetona. Nótese que el 
carbono central del gliceraldehído* es asimétrico; es decir, tiene sus cuatro valencias saturadas por distintos 
átomos o radicales (H— C = O arriba, H, y OH a los lados, y CH? — OH abajo). Esta estructura le permite tener 


dos estereoisómeros, el D y el L, dependiendo de la orientación del H y el OH vecinos del alcohol primario, — 
CH20H. En las células predominan los azúcares derivados del D-gliceraldehído. La dihidroxiacetona no tiene 


carbono asimétrico. 
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La sustitución de alguno de los grupos funcionales (aldehído, cetona o alcohol) de un 
monosacárido por otro grupo funcional (p. ej., amino o carboxilo) da lugar a 
monosacáridos derivados (cuadro 13-2). Por ejemplo, si el grupo funcional alcohol 
primario reacciona con un ácido, se forman los ésteres correspondientes. 


Carbono número: 1 *CHO Aldehído 
| 
2 CHOH 
| 
3 CHOH 
| 4 alcoholes secundarios 
4 CHOH 
| 
5 *CHOH 
| 
6 *CH,OH 1 alcohol primario 


Figura 13-2. Fórmula desarrollada más simple de la glucosa. Los carbonos marcados con un asterisco 
corresponden a los tres carbonos del gliceraldehído. 


Cuando se ligan dos moléculas de monosacárido, iguales o diferentes, por medio de 
una unión glucosídica, se forman los disacáridos. Lactosa, maltosa y celobiosa son 
disacáridos con propiedades reductoras, debido a que contienen un grupo carbonilo libre. 
La sacarosa también es un disacárido, pero es un azúcar no reductor, ya que no presenta 
un grupo carbonilo libre. La hidrólisis de los disacáridos libera dos moléculas de 
monosacárido; cada una de ellas es un azúcar reductor. 

Los oligosacáridos están formados por tres o hasta algunas decenas monosacáridos 
unidos entre sí por enlaces glucosídicos; en las células suelen unirse a proteínas y lípidos 
formando glucoproteínas y glucolípidos. 

Los polisacáridos, también llamados glucanos, están constituidos por mínimo 10 o 
hasta miles de moléculas de monosacáridos. Cuando el polímero es de un sólo tipo de 
monosacárido se denomina homopolisacárido (cuadro 13-2). Algunos de estos polímeros 
son la celulosa, el glucógeno y el almidón; los tres son homopolímeros de glucosa. La 
inulina es un homopolímero de la fructosa. Cuando la unidad monomérica de 
monosacárido es variable, se obtienen heteropolisacáridos (cuadro 13-2), como el agar- 
agar, el mucilago, la mucina y las gomas vegetales. Cuando los azúcares que contienen al 
polisacárido contienen nitrógeno, se obtienen  .mmucopolisacáridos © 
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glucosaminoglucanos como heparina, condroitín-sulfato, ácido hialurónico y quitina. 
Algunos otros compuestos derivados de carbohidratos son el ácido siálico, vitamina C, 
estreptomicina, inositol, ácido glucurónico, sorbitol y xilitol. 
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Monosacáridos simples 


Estructura 


Para entender la estructura y las propiedades fisicoquímicas generales de los 
carbohidratos se hará referencia a la glucosa por su importancia en nuestro cuerpo y en la 
bioquímica. La glucosa está formada por seis carbonos, 12 hidrógenos y seis oxígenos, 
C6(H20)6. 

La fórmula desarrollada más simple de la glucosa muestra una molécula de cadena al 
parecer recta, con cinco carbonos ocupados por funciones alcohólicas y uno con una 
función aldehido (figura 13-2). Los carbonos 2, 3, 4 y 5 de la glucosa (figura 13-2) son 
asimétricos (la definición de asimetría del carbono se encuentra en el pie de la figura 13-1), 


por lo que el número de posibles isómeros es 2”, donde n representa el número de 
carbonos asimétricos en el compuesto. Es decir, hay 16 isómeros que pueden tener esa 
composición. Tres ejemplos muy comunes en la naturaleza son D-glucosa, D-galactosa y 
D-manosa, cada una con su arreglo espacial característico (figura 13-3). Estos tres 
monosacáridos derivan del D-gliceraldehído; la orientación espacial del OH en el carbono 
asimétrico más alejado del carbonilo (el 5) es idéntica a la del carbono asimétrico del D- 
eliceraldehído. Existe otra hexosa abundante en la naturaleza, la cetosa (carbonilo con 
estructura cetónica, C = 0) D-fructosa, derivada también del D-gliceraldehído (figura 13-4). 
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Figura 13-3. Fórmula lineal de las tres aldohexosas más importantes en bioquímica. 
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Figura 13-4. Fórmula lineal de la cetohexosa más frecuente en la naturaleza: la fructosa. 
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Ey 

© Configuración espacial de los monosacáridos. La fórmula lineal de la glucosa no explica 
algunas de sus propiedades, que sí se explican cuando se le representa como una estructura lineal pero 
transformable a una forma cíclica, a través de la formación de un enlace hemiacetal interno entre el 
carbonilo del carbono 1 y el alcohol del carbono 5. De esta manera, el carbono 1 se convierte en un 
nuevo centro de asimetría al poseer cuatro sustituyentes distintos; por lo tanto, da lugar a dos nuevos 
isómeros, llamados anómeros, el a y el B, en donde el carbono 1 se denomina anomérico (figura 13-5). 
Una solución de glucosa en agua contiene en equilibrio dinámico 34% de la forma a y 66% de la B, 
además de una muy pequeña proporción de la forma aldehídica lineal. 


H OH HO H 
X f / 
C Cc = C 
| | la | 
HCOH HCOH : HCOH 
| | i | 
HOCH © HOCH ': HOCH O 
| | i | 
HCOH *——— HCOH : ———— HCOH 
| ua | 
HC HCIOH _: HC 
| | | 
CHOH CHOH CHOH 
a-D-Glucosa Forma lineal p-o-Glucosa 
(+ 113°) (+ 19.7°) 


Figura 13-5. Formación de un hemiacetal interno a partir de la forma lineal del monosacárido. La función 
alcohólica del carbono 5 y la aldehídica del carbono 1 reaccionan y dan lugar a un grupo funcional, el hemiacetal. 
Así se establece un puente de oxígeno entre los carbonos 1 y 5, por lo que el carbono 1, ahora asimétrico, 
permite la existencia de dos nuevos isómeros (anómeros), el a y el f. 


Debido a que un ciclo de seis miembros, en el que uno de ellos es un átomo de 


oxígeno, se parece al núcleo heterocíclico del pirano, esta forma de hexosa se denomina 
piranósica; así, la forma cíclica de la glucosa constituye la glucopiranosa (figura 13-6). 
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O 
HCOH  CH,CH¿OH 


HERH BRAH 
HCOH CH3 


Hexopiranosa Pirano 
Figura 13-6. Fórmula cíclica de una hexopiranosa y comparación con la molécula del pirano. 


D 

© Haworth representó esta estructura en perspectiva, con los grupos H y OH colocados de manera 
convencional arriba o abajo del plano del anillo. En esta convención, los grupos OH de los átomos de 
los carbonos 2 y 4, que en la forma lineal se representan en el lado derecho, se encuentran en la parte 
baja, y el OH del carbono 3, a la izquierda en la forma lineal, se localiza hacia arriba en el ciclo. Los 
isómeros a y ß se distinguen en el modelo por la posición hacia arriba o hacia abajo del H y el OH en el 
carbono 1 (figura 13-7). Los estudios con difracción de rayos X revelan que los anillos de seis miembros 
están dispuestos en forma de “bote” o de “silla” (figura 13-8). Las pentosas, las hexosas e inclusive los 
disacáridos lactosa y maltosa, son azúcares con estructuras cíclicas. En la fructosa se forma un puente 
de oxígeno entre los carbonos 2 y 5, por lo que dicho azúcar se asemeja al furano, y es un azúcar de 
tipo furanosa (figura 13-9), que en los estudios de difracción de rayos X revela en un solo plano los 
azúcares con anillos de cinco miembros (furanósicos) (figura 13-10). 
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a-D-Glucopiranosa B-D-Glucopiranosa 


Figura 13-7. Representación de Haworth de los anómeros a y ß de la glucosa, en su forma cíclica, como 
elucopiranosa. La molécula de la izquierda tiene numerados los carbonos para su comparación con la fórmula 
lineal. La molécula de la derecha sólo tiene numerado el carbono anomérico, el 1. 


OH 


a-o-Glucopiranosa B-o-Glucopiranosa 


Figura 13-8. Fórmulas de “silla” de los anómeros a y ß de la D-glucopiranosa. En línea discontinua se 
representan los enlaces llamados axiales y en línea continua los enlaces ecuatoriales. 
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Ha 3 OH HCÓHi----! HA CH 30H 
l OH H 
h i CH ¿0H 
a-o-Fructofuranosa Forma lineal P-o-Fructofuranosa 


Figura 13-9. Representación de la fructosa. 


CH, OH 


D-Ribosa D-2-Desoxirribosa 


Figura 13-10. Representación de Haworth de las pentosas presentes en los ácidos nucleicos. 
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Monosacáridos derivados 


Azúcares alcoholes 


La reducción de las aldosas y las cetosas convierte el grupo aldehídico o cetónico en un 
alcohol, -CH2OH, y el monosacárido en un alcohol polihidroxílico. Así, de la D-glucosa 
se obtiene D-sorbitol. Otro ejemplo de este tipo de alcoholes es el glicerol, importante por 
formar parte de los triacilglicéridos y varios fosfolípidos (figura 13-11) Hay otros 
alcoholes, como los ciclitoles; el más abundante en la naturaleza es el meso-inositol 
(figura 13-12), que forma parte de algunos fosfolípidos. 


H-C — OH 
| 

HC — OH 
| 

H-C — OH 


Figura 13-11. Molécula del glicerol. 
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Figura 13-12. Molécula del meso-inositol o mioinositol. 


Los azúcares alcoholes, también llamados polioles, se utilizan como edulcorantes 
alternativos al azúcar ya que no elevan la glucemia con rapidez en el cuerpo y no 
requieren insulina para metabolizarse. Xilitol, manitol y sorbitol son los más frecuentes 
azúcares alcoholes utilizados para endulzar alimentos como goma de mascar y chocolate. 
El xilitol también es usado en las pastas de dientes, ya que no puede procesarse por las 
bacterias de la boca y de esta manera ayuda a reducir las caries. 


Azúcares ácidos 


La oxidación de las aldosas ocurre a nivel del grupo aldehídico o del grupo alcohólico del 
carbono 6, o en ambos sitios, por lo que pueden formarse tres tipos de derivados 
oxidados: 

Ácidos aldónicos. Cuando se oxida el grupo aldehídico de una aldosa, se convierte en 
un grupo carboxilo (ácido), COOH, formando así los ácidos aldónicos. La glucosa forma 
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el ácido glucónico, y la manosa el ácido manónico, entre otros. 

Ácidos sacáricos. En un grado más avanzado de la oxidación se forman grupos ácidos 
tanto en el aldehído como en el alcohol primario, y se producen ácidos dicarboxílicos, 
llamados de forma genérica sacáridos. 

Ácidos urónicos. Cuando la oxidación de la aldosa sólo forma un grupo carboxílico en 
el alcohol primario y se conserva intacto el aldehído, se obtiene un ácido urónico, de los 
cuales el más importante es el ácido D-glucurónico (figura 13-13). En los mamíferos, el 
ácido glucurónico se combina con diversos compuestos poco solubles en agua; a través 
de dicha unión, éstos se hacen más hidrosolubles y pueden excretarse por la bilis o la 
orina; entre tales compuestos están las hormonas sexuales y el pigmento biliar bilirrubina, 
así como varios fármacos y compuestos tóxicos. El ácido glucurónico forma parte de 
diversos polisacáridos, como los ácidos condroitín-sulfúrico y mucoitín-sulfúrico, 
componentes de las sustancias fundamentales del tejido conectivo y de la heparina, un 
anticoagulante sanguíneo. 
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H OH 


Figura 13-13. Representación de Haworth del ácido D-glucurónico. 


Ácido ascórbico. Uno de los azúcares ácidos de mayor importancia bioquímica es el 
ácido ascórbico, o vitamina C, presente en las hortalizas verdes y en los cítricos. Es 
esencial para el ser humano, y su carencia produce el escorbuto. Sus propiedades ácidas 
provienen de la ionización de los hidrógenos de sus OH enólicos. Se oxida con facilidad y 
se convierte en ácido L-dehidroascórbico, el cual puede ser nuevamente reducido para 
que continúe actuando como antioxidante o agente reductor (figura 13-14). 
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Figura 13-14, Fórmulas de los ácidos ascórbico y dehidroascórbico. 


Desoxiazúcares 


En algunos azúcares, la pérdida del oxígeno de una función alcohol forma los 
desoxiazúcares; un buen ejemplo es la pD-2-desoxirribosa, componente de los ácidos 


nucleicos. 


Azúcares fosforilados 


Se forman entre uno o más grupos hidroxilo de un monosacárido y el ácido fosfórico, 
como los de la figura 13-15. 


Hc- 0- (P) HC — OH 
- 0 -H,C Hosios (P) 
H O, OH HO o_0-(P) (P)-0-H0 _o_H0-0 
H H H HỌ 
OH H OH H H oi 
HO H H H 
OH H 
OH H OH 
Glucosa-6-fosfato Galactosa-1-fosfato Fructosa-1,6-bisfosfato 


Figura 13-15. Representaciones tipo Haworth de monosacáridos fosforilados importantes en bioquímica. En las 
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fórmulas, P representa H2PO3. 


Las pentosas D-ribosa y D-desoxirribosa se combinan con ácido fosfórico a través de 
uniones ésteres y así intervienen en el metabolismo de las hexosas y de las pentosas. 
Además, están presentes en las moléculas de los nucleótidos libres como el ATP y los 
ácidos nucleicos. 


Aminoazúcares 


Cuando uno o varios grupos OH de los azúcares se sustituyen por grupos amino, NH», 
se forman los aminoazúcares, como la glucosamina y la galactosamina, en las cuales 
suele estar acetilado el grupo amino (figura 13-16). La glucosamina forma parte de las 
elucoproteínas presentes en la sustancia fundamental del tejido conectivo, por lo que su 
administración oral se prescribe a menudo para el tratamiento de la osteoartritis, ya que 
es un precursor de los glucosaminoglucanos del cartílago. La galactosamina puede formar 
ciertas glucoproteínas con funciones hormonales como las hormonas foliculoestimulante 
o luteinizante; también forma parte de las proteínas del cartílago. 


H2COH H COH 
H O OH HO O OH 
H H 
OH H OH H 
HO H H H 
H NH, H 8 
CSO 
| 
CH3 
B-D-Glucosamina N-acetil-B-D-galactosamina 


Figura 13-16. Representaciones de Haworth de aminoazúcares. 
Existen monosacáridos aminados más complejos constituidos por una hexosa, un grupo 


amino —por lo común acetilado— y un ácido de tres carbonos unido a la hexosa, como son 
los ácidos N-acetilmurámico y N-acetilneuramínico; éste último y sus derivados son 


435. 
booksmedicos.org 


llamados de forma genérica ácidos siálicos. El ácido N-acetilmurámico se encuentra en 
la pared celular de las bacterias grampositivas, mientras que el ácido N-acetilneuramínico 
(figura 13-17) forma parte de las membranas y cubiertas de las células de los animales 
superiores. Un ejemplo de ello son los gangliósidos, que son glucoesfingolípidos de las 
membranas neuronales, por lo que resultan fundamentales para el funcionamiento y 
desarrollo cerebrales. 


“«——— Grupo amino 


H si cC =0 
| 
Ácido de 3 carbonos H =C CH3 
| 
coo ~ 


Figura 13-17. Fórmula desarrollada del ácido N-acetilmurámico. 
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Reacciones de los monosacáridos 


La información sobre las reacciones generales y particulares de los monosacáridos puede 
consultarse en libros especializados. Aquí sólo se revisa de manera breve la formación de 
los glucósidos. 


©) 

© Formación de glucósidos. Cuando un aldehído reacciona con un alcohol, se forma un hemiacetal 
(figura 13- 18). El radical OH del hemiacetal puede combinarse con otra molécula de alcohol para formar 
un acetal. Por ejemplo, el OH del carbono anomérico 1 de la glucosa se combina con el metanol para 
dar el metil glucósido correspondiente (figura 13-19). Si al grupo OH del carbono anomérico del 
monosacárido se une al grupo hidroxilo de otro monosacárido, genera un disacárido; si se une a una 
molécula que no es un carbohidrato, forma un glucósido; en ambos casos, la unión se denomina 
elucosídica. La porción de la molécula no azúcar se llama aglicona o aglucona y puede ser sencilla 
como el CH; del metanol, o compleja como la formada por los glucósidos cardiacos de la digoxina, y 


como la estreptosa constituyente del antibiótico estreptomicina, ambos fármacos de gran uso en la 
medicina. 


H H 
| | 
R—=C = O+ H +0 — CH} >R — C — OH 
: 
Metanol f 


CH, 


Figura 13-18. Formación de un hemiacetal a partir de un aldehido y el alcohol metanol. 
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H,C — OH H C — OH 


H O OH H O O-=CH; 
om HA t Hys == m H F 
HO H HO H 
H OH H OH 
B-o-Glucosa B-o-Metilglucósido 


Figura 13-19. Formación de un acetal entre el alcohol en posición 1 de la PB-D-glucosa y el metanol. 
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Otras reacciones de los monosacáridos 


Ciertos carbohidratos, en un medio muy alcalino y en presencia de oxígeno o de diversos 
agentes oxidantes Ci. Ag”, entre otros), dan las llamadas reacciones de reducción, que 
dependen de la existencia de un grupo carbonilo libre como el presente en la glucosa, 
galactosa, fructosa, maltosa, lactosa, y ausente en la sacarosa, por lo que ésta es el típico 
azúcar no reductor. 


439, 
booksmedicos.org 


Disacáridos 


Entre los disacáridos formados por la unión de un OH del carbono anomérico de un 
monosacárido y un grupo hidroxilo de otro monosacárido se encuentran la sacarosa, la 
lactosa y la maltosa, que tienen importancia fisiológica. 

La maltosa es el resultado de la unión glucosídica de dos moléculas de a-D-glucosa, en 
donde el OH del carbono 4 de una se une al OH del carbono anomérico, el número 1, de 
otra glucosa. Desde el punto de vista químico, la maltosa es el 4a-D-glucopiranosil-a-D- 
elucopiranósido o a-D-glucósido de la a-D-glucosa (figura 13-20). La maltosa no existe libre 
en la naturaleza; se obtiene por hidrólisis parcial de los polisacáridos de almidón y 
glucógeno, ya que forma parte de su larga estructura. 


CHOH CH OH 


Figura 13-20. Representación del disacárido maltosa. La unión entre los dos monosacáridos es entre los 
carbonos 1 con el OH en posición a de una glucosa y el OH del carbono 4 de otra glucosa, se trata de una unión 
a-1,4. El nombre químico del compuesto es a-D-glucósido de a-p-glucosa. 


La lactosa, presente en la leche, se forma en las glándulas mamarias de las hembras de 
los mamíferos; es un galactósido con un enlace glucosídico de configuración ß (figura 13- 
21). La incapacidad para hidrolizar la lactosa produce un cuadro clínico característico (ver 
Cuadro clínico). 
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H OH H OH 


Figura 13-21. Representación del disacárido lactosa. Se unen el OH en posición ß del carbono 1 de la galactosa 
con el OH del carbono 4 de la glucosa, se trata de una unión fB-1,4. El nombre químico es el de D-galactósido de 
B-D-glucosa. 


Mcuaaro clínico 


Deficiencia de la lactasa en el adulto o intolerancia a los disacáridos tipo II 

La lactasa es una enzima disacaridasa de tipo de P-galactosidasa que hidroliza la lactosa, el disacárido presente en la leche y otros 
productos lácteos, en sus componentes glucosa y galactosa. Esta enzima se produce en el borde en cepillo del intestino delgado y 
se sintetiza durante la infancia de los mamíferos. La producción de la lactasa en humanos por lo general declina con la edad, siendo 
su producción máxima en la infancia. Por los niveles reducidos de lactasa intestinal los alimentos que contienen lactosa no pueden 
digerirse, y por lo tanto la lactosa es fermentada por las bacterias de íleon distal y colon causando diarrea, flatulencia, distensión y 
dolor abdominal. Esta enfermedad se le llama también intolerancia a la lactosa. 


La sacarosa o azúcar de mesa es el disacárido formado por glucosa y fructosa. La 
glucosa está en forma piranósica y la fructosa adopta la estructura de cinco miembros de 
tipo furanosa (figura 13-22). A partir de la sustitución selectiva de tres átomos de los 
grupos hidroxilo por tres átomos de cloro de la sacarosa se obtiene la sucralosa, un 
edulcorante en extremo dulce y estable, que se elimina casi en su totalidad por las heces 
y en menor porcentaje por la orina (11 a 27%) sin modificación alguna, por lo que su 
consumo no aporta energía. 
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4 OH H 1 2K H HO 5 


H OH OH 


Figura 13-22. Representación del disacárido sacarosa. El OH en posición a del carbono de la glucosa se une al 
OH en posición [3 del carbono 2 de la fructosa; es una unión 1,2 a. B. El nombre químico es P-n-fructofuranósido 
de a-D-glucopiranósido. 


Reacciones de los disacáridos 

Las reacciones de los disacáridos dependen de los monosacáridos que los constituyen y 
del tipo de enlace que los une. Una reacción típica es la hidrólisis, que libera los 
monosacáridos que los forman, ya sea de manera enzimática o no enzimática. La 
hidrólisis por medio de enzimas es específica para los monosacáridos constituyentes y 
para el enlace que los une, sea a o B. Un ejemplo de ello es la hidrólisis de la sacarosa 
por acción de la sacarasa intestinal. La hidrólisis no enzimática puede llevarse a cabo por 
medio de ácidos diluidos. 
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Polisacáridos 
6) 
© Los polisacáridos o glucanos son polímeros de monosacáridos constituidos por algunas decenas 
a muchos miles de unidades de monosacáridos y pueden alcanzar pesos moleculares de varios millones. 
Su función en los organismos suele ser estructural o de almacenamiento energético. Se dice que son 
homopolisacáridos cuando la unidad que se repite es siempre la misma (p. ej., glucosa), y si son dos 
monosacáridos diferentes los que integran la unidad de repetición se habla de heteropolisacáridos 


(cuadro 13-2). Los polisacáridos se diferencian entre sí por el tipo de monosacáridos, por el largo de la 
cadena, el tipo de unión química entre sus monosacáridos, o el grado de ramificación. 


Almidón 

Constituye la sustancia de reserva de carbohidratos en las plantas, y abunda en los 
tubérculos (papa, yuca) y en las semillas de los cereales. El almidón está formado por 
unidades de glucosa combinadas entre sí por uniones glucosídicas. La unidad estructural 
de disacárido, repetida de manera periódica, es la maltosa, la cual da origen a dos tipos 
de moléculas, la amilosa y la amilopectina. 

La amilosa forma entre 10 y 20% del almidón; es un polímero lineal de 300 a 350 
unidades de glucosa con uniones a-D-(1>4). La amilopectina, más abundante, es un 
polímero ramificado de la glucosa y, aparte de las uniones a-D-(1>4) entre las moléculas 
sucesivas de glucosa, muestra otro tipo de unión, a nivel de la ramificación, en posición 
a-D-( 1—6) (figura 13-23). Existen, como promedio, de 24 a 30 moléculas de glucosa por 
ramificación, con un total de unos 1 800 residuos de glucosa por molécula, para alcanzar 
pesos moleculares de cerca de 300 000 Da. 
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Figura 13-23. Esquema de la ramificación de un polímero de glucosa. Se incluyen dos cadenas de glucosa en 
unión a l-4, y la flecha en la figura señala la unión a 1-6, lo que permite precisamente la ramificación del 
polímero. 


Los productos de la hidrólisis incompleta del almidón se llaman de manera genérica 
dextrinas. Un ejemplo es la maltodextrina, fácil de digerir y que se absorbe casi con la 
misma rapidez que la glucosa, por lo que se utiliza como aporte de carbohidratos en 
alimentación infantil y geriátrica, así como en alimentos para convalecientes y 
suplementos alimenticios. 


Glucógeno 


Está presente en gránulos o cúmulos de forma globular en los tejidos animales y en gran 
cantidad en el hígado y los músculos. Su peso molecular oscila alrededor de varias 
decenas de miles, gana o pierde moléculas de glucosa con gran facilidad, y es un material 
de reserva ideal para conservar el equilibrio adecuado entre la utilización y el 
almacenamiento de la glucosa. 

El glucógeno se parece a la amilopectina por mostrar numerosas ramificaciones (figura 
13-24) y tiene 8 a 12 unidades de glucosa por ramificación. Los residuos de glucosa están 
unidos en posición a-D-(1>4) y, a nivel de las ramificaciones, en posición a-D-(1—>6). 
Defectos en las enzimas que participan en el metabolismo del glucógeno, producen 
trastornos descritos como glucogénosis (ver cuadro 18-2 del capítulo 18), una de ellas es la 
Enfermedad de Von Gierke (ver Cuadro clínico). 
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8 a 12 residuos 


Segmentos de 3 
unidades de glucosa 


Figura 13-24. Representación esquemática de la molécula de glucógeno. Las ramificaciones suelen iniciarse 
después de 2, 3 o más unidades de glucosa. 


O cuadro clínico 


Enfermedad de Von Gierke o glucogenosis tipo I 


En esta enfermedad hay una deficiencia de la enzima glucosa-6-fosfatasa, la cual cataliza la hidrólisis de la glucosa-6-fosfato a 
glucosa y fosfato libres. Esta enzima por lo general participa en la glucólisis y gluconeogénesis manteniendo la homeostasis de la 
glucosa en sangre, o glucemia. La carencia de esta enzima lleva a una acumulación anormal de glucógeno, el homopolímero de la 
glucosa que sirve de almacén energético en el cuerpo. Esto lleva a que los pacientes cursen con hepatomegalia e hipoglucemia, es 
decir, con hígado aumentado de tamaño por el depósito incrementado de glucógeno en el hígado, y bajas concentraciones de glucosa 
sanguínea por la imposibilidad de la enzima de producir glucosa libre a partir de la glucosa-6-fosfato. 


Celulosa 


La celulosa, el compuesto orgánico más abundante en la naturaleza, está constituida por 
cadenas no ramificadas de unidades de glucosa enlazadas por uniones glucosídicas ß-D- 
(1—4). La celulosa y la hemicelulosa son los principales componentes de las paredes 
celulares de las plantas, y son sustancias fibrosas que el ser humano no puede romper 
para liberar la glucosa que la constituye por carecer de la enzima celulasa. Sin embargo, 
la celulosa conforma lo que se llama la fibra de nuestra dieta y regula el tránsito intestinal 
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y la absorción de nutrientes. Al igual que los almidones, la celulosa se obtiene de los 
granos de cereales, pero de manera específica de la cascarilla o salvado, ya que el 
endospermo está formado en su mayor parte por almidón. 

Con el incremento tan significativo de la prevalencia mundial del síndrome metabólico 
ha crecido el interés en la fibra alimentaria. Las personas con alimentación deficiente en 
fibra consumen una gran cantidad de harina blanca o refinada (pan blanco, galletas, 
pasteles, pastas, entre otros), la cual es rica en almidones por contener sólo el 
endospermo, dado que antes se le removió el salvado y el germen del grano. La 
estructura muy ramificada de la amilopectina, el polímero más abundante del almidón, 
facilita la acción hidrolítica de la amilasa. Esto lleva a una rápida liberación y absorción 
de la glucosa, que a su vez incrementa su concentración sérica y estimula la rápida 
liberación de insulina, desestabilizando los niveles de glucosa en sangre y generando 
episodios frecuentes de hambre. En contraste, la harina integral se obtiene del grano de 
trigo entero, cuyas fibras promueven la absorción gradual de la glucosa, que a su vez 
favorece una sensación de saciedad más prolongada que evita los episodios de liberación 
rápida de insulina y de hipoglucemia reactiva. Los alimentos procesados con harinas 
refinadas presentan un índice glucémico alto, mientras que aquellos con harinas integrales 
presentan un índice glucémico bajo (cuadro 13-3). El índice glucémico permite cuantificar 
la respuesta glucémica de un alimento con respecto a un alimento de referencia. 


Cuadro 13-3. Índices glucémicos de algunos carbohidratos representativos. Los valores de 
índices glucémicos son relativos a la glucosa (glucosa = 100) 


Glucosa Manzana Baguette Papa hervida Leche entera 
Maltosa 110 Naranja 43 Pan blanco 70 Zanahoria 39 Leche 37 
hervida descremada 
Miel 73 Plátano 51 Pan de centeno 50 Garbanzos 33 Chocolate 40 
Sacarosa 65 Mango 51 Tortilla de maíz 46 Lentejas 29 
Lactosa 46 Jug de 41 Espagueti 37 Frijoles 40 
manzana 

Fructosa 23 Jugo de naranja 50 Arroz blanco hervido 73 

Arroz integral hervido 68 

Trigo 41 

Centeno 34 
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Glucoconjugados 


Cuando los carbohidratos se unen de manera covalente a proteínas o lípidos forman 
glucoconjugados. Estos compuestos no solo cumplen funciones muy diversas en las 
células de manera individual como en las interacciones entre varias células, sino que 
pueden ser marcadores del estado de salud. Por ejemplo, la hemoglobina glucosilada o 
hemoglobina Alc se forma de manera fisiológica al unirse de manera no enzimática la 
hemoglobina con carbohidratos libres, como la glucosa. En persona con glucemias 
normales los niveles de la hemoglobina Alc son bajos (5.7-6.4% o 39-47 mmol/mol). 
Sim embargo, la exposición crónica a hiperglucemia, como sucede en los pacientes 
diabéticos, incrementa estos valores (> 6.5% o 48 mmol/mol). Como la hemoglobina Acl 
es resultado de la exposición a la glucosa en el eritrocito a lo largo de tres meses, cambios 
repentinos en la glucemia no la modifican, por lo que nos muestra el estado promedio o 
control de la glucemia en la persona de los últimos tres meses. 


7) 
© La unión de carbohidratos a proteínas forma las glucoproteínas y los proteoglicanos, los cuales 


a su vez están formados por glucosaminoglucanos. La unión de los carbohidratos a los lípidos forma 
glucolípidos (ver capítulo 14: Química de los lípidos). 
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Glucoproteínas 


Son proteínas con pesos moleculares de 15 000 a más de un millón, a las cuales se unen 
de modo covalente una o varias cadenas de oligosacáridos, con menos de 15 residuos 
azúcar, que llegan a formar de 1 a 60% del peso total de la molécula. Las glucoproteínas 
tienen distribución universal; la inmensa mayoría de las proteínas de la membrana celular 
y de las secretadas por las células son glucoproteínas. El cuadro 13-4 incluye una lista 
parcial de las funciones desempeñadas por estas moléculas con los ejemplos 
correspondientes. 


Cuadro 13-4. Funciones de las glucoproteínas; se incluyen ejemplos representativos 


Almacenamiento Ovoalbúmina 
Hormonal Gonadotrop ina coriónica 
Tirotropina 
Transporte Transportadora de vitaminas, lípidos, entre otros 
Lubricante Mucina 
Protectora Secreción mucosa 
Fibrinógeno 
Estructural Colágenos 
Paredes celulares 
Inmunitaria Inmunoglobulinas 
Antígenos de histocompatibilidad 
Complemento 
Interferón 
Reconocimiento Entre células 


Células y bacterias 
Células y virus 
Receptores hormonales 


En las glucoproteínas hay dos tipos de enlaces químicos entre los aminoácidos y los 
azúcares: las uniones O-glucosídicas, donde intervienen sobre todo los aminoácidos 
serina y treonina, y las uniones N-glucosídicas, a través del grupo amida de la asparagina 
(figura 13-25). Existen nueve diferentes azúcares en las cadenas de oligosacáridos unidas a 
las glucoproteínas; entre ellos, los más frecuentes son V-acetil-D-galactosamina, N-acetil- 
pD-glucosamina, galactosa, manosa y ácido N-acetilmurámico (un ácido siálico). La 
adición de carbohidratos, a través del proceso de modificación postranscripcional de las 
proteínas, se realiza en el retículo endoplasmático rugoso y en el sistema membranal del 
aparato de Golgi. Por último, los oligosacáridos de la superficie de las células intervienen 
en otras funciones; destacan los contactos sinápticos entre las neuronas, y el 
reconocimiento celular, responsable también del rechazo de injertos, o la falta de 
“inhibición de crecimiento por contacto” (observable en las células cancerosas con 
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superficies distintas a las células normales, en las que sí ocurre dicha inhibición). 


Ácido N-acetil 
neuramínico 


N-Acetil- 
galactosamina 


— aa — aa — serina — aa— aa 


Mucoproteína 
de las glándulas salivales 


Figura 13-25. Esquema de la unión entre la porción de carbohidrato y la porción proteínica de una glucoproteína. 
Se representa la cadena de aminoácidos de la proteína y se anota el nombre del aminoácido, al cual se le une el 
monosacárido inicial del segmento de carbohidrato. Por simplificación, en el esquema no se indican los átomos 

participantes en la unión. 


Glucosaminoglucanos 


Son polímeros no ramificados de polisacáridos, compuestos por unidades repetidas de un 
disacárido; antes se llamaban mucopolisacáridos. La unidad de disacárido contiene un 
aminoazúcar, N-acetilgelucosamina o N-acetilgalactosamina, y ácido D-glucurónico (o L- 
idurónico) más uno o dos grupos sulfato. Hay dos excepciones importantes: en el 
queratán-sulfato, el ácido urónico es reemplazado por D-galactosa; y en el ácido 
hialurónico, el sulfato está ausente. Todos los glucosaminoglucanos tienen en su molécula 
grupos químicos con carga negativa, unos con carboxilatos, otros con sulfatos y los más 
con carboxilatos y sulfatos. Además, se comportan como polianiones. 

Con base en sus características químicas se identifican siete tipos de 
elucosaminoglucanos (cuadro 13-5). El menos típico de éstos es el ácido hialurónico, que 
al no contener sulfato no se une de modo covalente a proteínas, y no tiene otros 
componentes de tipo carbohidrato en su molécula. El ácido hialurónico abunda en la 
matriz extracelular; al hidratarse se hincha y ocupa un gran volumen. Es producido sobre 
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todo por los tejidos en desarrollo o en proceso de cicatrización, sitios donde se ha 
observado la migración de células, de manera que su degradación por hialuronidasa 
provoca el cese de la migración celular. 


Cuadro 13-5. Glucosaminoglucanos 


Ácido Ácido D- N-acetil-D- 8a16000 Tejido conectivo, piel, 
hialurónico glucurónico glucosamina cartílago, líquido sinovial 
Condroitín 4- Ácido D- N-acetil-D- 10a100 Arterias, piel, hueso, cartílago, 
sulfato glucurónico galactosamina corneas 
Condroitín 6- Ácido D- N-acetil-D- 10a 100 Hueso, piel, arterias, córneas 
sulfato glucurónico galactosamina 
Dermatán Ácido D- N-acetil-D- 30 a 80 Válvulas cardiacas, corazón, 
sulfato glucurónico o galactosamina vasos, sangre, piel 
Acido L-idurónico 
Heparán Ácido D- N-acetil-D- 10225 Superficies celulares, 
sulfato glucurónico o glucosamina pulmones, arterias 
Acido L-idurónico 
Heparina Ácido D- N-acetil-D- 12a50 Pulmones, hígado, piel, 
glucurónico o glucosamina células cebadas 
Acido L-idurónico 
Queratán C-galactosa N-acetil-D- 8 a 38 Cartílago, córneas, discos 
sulfato glucosamina intervertebrales 
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Proteoglucanos 


Son de mayor tamaño en comparación con las glucoproteínas, su peso molecular es de 
varios millones, contienen de 90 a 95% de carbohidrato y están constituidos por múltiples 
cadenas de glucosaminoglucanos unidos por enlaces covalentes a proteínas; por ejemplo, 
cada 12 residuos de aminoácidos —con gran frecuencia la serina— se une un polisacárido. 
La figura 13-26 representa el esquema de un proteoglucano de cartílago. A un soporte de 
ácido hialurónico se adosan proteínas lineales y proteínas de enlace, y a las primeras se 
unen queratán-sulfato y condroitíin-sulfato. La heparina es un proteoglucano que, de 
manera peculiar, se almacena de manera intracelular en los gránulos de las células 
cebadas. La proteína de la heparina está compuesta por residuos de glicina y serina; a 
más de la mitad de las serinas se le unen cadenas de polisacáridos con 20 a 60 o más 
residuos azúcares. A pesar de su localización intracelular, la heparina pasa al torrente 
sanguíneo, donde exhibe su acción anticoagulante, debido a su efecto sobre la 
antitrombina III que provoca la inactivación de la trombina. Además, se une de manera 
específica con la enzima lipasa, lipoproteínica situada en las paredes de los capilares; de 
esta forma pasa a la circulación, donde hidroliza los triacilglicéridos allí presentes. En el 
aspecto estructural, es de importancia la unión electrostática entre las glucoproteínas, el 
colágeno y los proteoglucanos con grupos sulfato y carboxilato. Por defectos en diversas 
enzimas que contribuyen a la hidrólisis de los glucosaminoglucanos presentes en los 
proteoglucanos, se producen trastornos bioquímicos del tipo de las mucopolisacaridosis 
(cuadro 13-6). 
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Agregado de proteoglucanos 


«— imm —> 


WI 
A WWT, 
Y S S 
TTN ATIN 
NTIN 


Proteína central 


Núcleo de ácido 
hialurónico 


Proteínas 
de unión 


Queratán á lo 


sulfato Condroitín 
sulfato 


Figura 13-26. Esquema de un proteoglucano de cartílago. 


Cuadro 13-6. Principales mucopolisacaridosis 


Hurler Existencia de condroitín sulfato en la orina y Retraso mental importante, deformidades esqueléticas, 
en algunos tejidos opacidad de la córnea 
II Hunter Igual al anterior Retraso mental moderado, deformidades esqueléticas 
importantes 


II Sanfilippo Existencia de heparán sulfato en tejidos y en Retraso mental importante, deformidades esqueléticas 


la orina 
IV Morquio Presencia de queratán sulfato y condroitín No hay retraso mental, deformidades esqueléticas 
sulfato en la orina importantes 
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Deficiencia de irudonidasa 
Presencia de dermatán sulfato en la orina 


V Scheie 


VI Maroteaux- Presencia de dermatán sulfato en la orina 
Lamy 


Paredes de células bacterianas 


No hay retraso mental, deformidades esqueléticas 
moderadas 


No hay retraso mental, deformidades esqueléticas graves, 
opacidad de la córnea 


Con base en su tinción de Gram, las bacterias se clasifican en grampositivas y 
gramnegativas. Las bacterias gramnegativas tienen una pared muy compleja que contiene 
proteínas, lípidos, lipopolisacáridos y proteoglucanos. La pared de las bacterias 
grampositivas contiene proteoglucanos y ácido teicoico, cuya síntesis es impedida por la 
penicilina. La especificidad de las reacciones inmunitarias a las bacterias depende en 
parte de los carbohidratos presentes en la pared bacteriana. El peptidoglucano de 
distribución más universal entre las bacterias es la mureína, que integra una verdadera 
malla en donde la urdimbre está formada por los carbohidratos (N-acetilglucosamina y N- 
acetilmurámico) y la trama por aminoácidos, en especial glicina. 


e Preguntas de reforzamiento 


1 Dentro de las propiedades del glucógeno: 


a) Es un homopolisacárido estructural. 
b) Está en mayor concentración en músculo que en hígado. 
c) Los enlaces glucosidicos que posee son de tipo a. 


d) Tiene ramificaciones cada tres moléculas de glucosa. 


2 Las siguientes moléculas son isómeros: 


a) Eritrosa y ribulosa. 

b) Galactosa y glucosa. 

C) Ribosa y 2-desoxirribosa. 
d) Manitol y manosa. 


3 La siguiente molécula es ejemplo de una cetosa: 


a) Ribulosa. 

b) Gliceraldehído. 
C€) Glucosa. 

d) Galactosa. 
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4 ¿En cuál de los siguientes carbohidratos el enlace glucosídico es de tipo f? 


a) Lactosa. 
b) Amilosa. 
c) Maltosa. 
d) Isomaltosa. 


5 Para formar la galactosamina: 


a) Hubo una oxidación. 
b) Se redujo el grupo carbonilo. 
C) Se sustituyó el OH por NH2. 


d) Tiene un fosfato unido. 


6 Si se une una molécula que no es un carbohidrato al grupo hidroxilo del carbono anomérico se forma un: 


A) Glucógeno. 
b) Glucósido. 
€) Glucolítico. 
d) Glucolípido. 


7 Homopolímero de cadenas lineales que forma el exoesqueleto de insectos y crustáceos: 


a) Almidón. 
b) Celulosa. 
C) Quitina. 

d) Pectinas. 


8 Son monosacáridos en los que un hidroxilo es reemplazado por un hidrógeno: 


A) Aminoácidos. 
b) Aminoazúcares. 
C) Desoxiazúcares. 
d) Desoxiácidos. 


9 Son azúcares que no pueden hidrolizarse a otros más simples: 


A) Disacáridos. 
b) Polisacáridos. 
€) Oligosacáridos. 


d) Monosacáridos. 


10 La unión a(1>6) en los polisacáridos: 


A) Permite su hidrólisis. 

b) Forma ramificaciones. 

C) Está presente en la amilosa. 
d) Es de polímeros lineales. 
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Respuestas: 1.c2.b,3.a4.a,5.c,6.b,7.c,8.c,9, a, 10. b. 
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o 
Capítulo 14 


Ey? e” Química de los lípidos 


Jaime Mas Oliva 


e Lípidos de almacenamiento 

e Lípidos estructurales 

e Esteroides 

e Otros lípidos con actividad biológica específica 


e retrata clave 


Í Los lípidos son un conjunto heterogéneo de compuestos que desempeñan diversas funciones y que comparten la propiedad de 
ser hidrofóbicos. 


2 Los ácidos grasos son compuestos constituidos por cadenas hidrocarbonadas no ramificadas que poseen un grupo carboxilo en 
uno de sus extremos. 


3 La esfingosina es la unidad estructural de los esfingolípidos, que son un componente estructural importante de muchas 
membranas biológicas 


4 El colesterol es el esteroide más abundante y posee una estructura cíclica similar al ciclop entanoperhidrofenantreno. 


5 Los compuestos derivados del ácido araquidónico tienen una vida media muy corta y desempeñan diversas funciones de 
señalización en las células 


m 


®© Los lípidos son un grupo de compuestos con diversas propiedades químicas, que tienen como 
característica común el hecho de ser solubles en solventes orgánicos —éter, benceno, heptano- e 
insolubles en agua. De igual forma, las funciones biológicas de los lípidos son diversas; por ejemplo, las 
grasas y los aceites son las principales formas de almacenamiento de energía en muchos organismos, y 
los fosfolípidos y esteroles constituyen alrededor de la mitad de la masa de las membranas biológicas. 


Otros lípidos, aunque presentes en cantidades pequeñas, tienen cometidos muy 
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importantes; por ejemplo, como acarreadores de electrones, cofactores enzimáticos, 
pigmentos que absorben luz, agentes emulsificantes, mensajeros intracelulares y como 
hormonas, por mencionar sólo algunos. A continuación se analizan las características de 
cada uno de estos lípidos haciendo énfasis tanto en su estructura química como en sus 
propiedades físicas más importantes. 
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Lípidos de almacenamiento 


Los lípidos son un importante alimento; una alimentación ideal contiene, por día, 
alrededor de 60 g de lípidos, lo que constituye cerca de 30% de las calorías dietéticas 
totales necesarias. Los lípidos actúan como amortiguadores físicos y aislantes de la 
temperatura corporal; una de sus funciones sobresalientes es la de participar, asociados 
con proteínas y carbohidratos, en la composición de las membranas celulares y 
subcelulares. Las grasas y los aceites son, de manera casi universal, materiales de 
almacenamiento energético en los diferentes organismos; se trata de moléculas muy 
reducidas, por lo que su completa oxidación celular hasta CO) y H20, de manera similar 
a la oxidación explosiva de los energéticos fósiles que se usan en los motores de 
combustión interna, es muy exergónica (figura 14-1). 
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Materia 
orgánica 


2 Energía 


Materia 
orgánica 


? H,O Energía 


Figura 14-1. Reacciones exergónicas: A) La combustión es un fenómeno oxidativo que permite la liberación 
violenta de energía, B) La célula libera energía en forma controlada mediante sucesivas reacciones de oxidación. 
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D 

© Los constituyentes más abundantes de las grasas y los aceites son los ácidos grasos, ácidos 
carboxílicos con cadenas hidrocarbonadas de entre 4 y 36 carbonos. Su clasificación, conforme al 
número de carbonos de estas cadenas, se muestra en el cuadro 14-1. En algunos ácidos grasos, la cadena 
se encuentra por completo saturada (no contiene dobles ligaduras); otros contienen una o más de estas 
dobles ligaduras y se les llama insaturados. 


Cuadro 14-1. Nomenclatura de los ácidos grasos más comunes en los seres vivos 


CH3C00H Ácido acético Ácido etanoico 
CH3(CH>)2C00H 4 Ácido butírico Ácido n-butanoico 
CH3(CH>)4C00H 6 Ácido caproico Ácido n-hexanoico 
CH3(CH2)6COOH 8 Ácido caprílico Ácido n-octanoico 
CH3(CH>)gC00H 10 Ácido cáprico Ácido n-decanoico 
CH3(CH>)¡pCOOH 12 Ácido láurico Ácido n-dodecanoico 
CH3(CH2)12COOH 14 Ácido mirístico Ácido n-tetradecanoico 
CH3(CH2)14COOH 16 Ácido palmítico Ácido n-hexadecanoico 
CH3(CH>)¡6C0O0H 18 Ácido esteárico Ácido n- octadecanoico 
CH3(CH>)¡gC00H 20 Ácido araquídico Ácido n-eicosanoico 
APORTES | APRA 
CH3(CH>)5CH=CH(CH>)7COOH 16:1 ( A?) Ácido palmitoleico 
CH3(CH2)7CH=CH(CH2)7 COOH 18:1 ( A?) Ácido oleico 
CH3(CH>)4¿CH=CHCH2CH=CH(CH>)7COOH 18:2 ( A9 12 Ácido linoleico 
CH3CH2CH=CHCH2CH=CHCH2CH=CH(CH2)7 COOH 18:3 ( A9, 12, 15, Ácido linolénico 


CH3(CH2)4CH=CHCH2CH=CHCH2CH=CHCH)CH=CH(CH23C00H 204 (4598, 11,14, Ácido araquidónico 


Una nomenclatura simplificada para estos compuestos especifica la longitud de la 
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cadena y el número de las dobles ligaduras, separado por dos puntos. Por ejemplo, el 
ácido graso de 16 carbonos saturados, conocido como ácido palmítico, se abrevia 16:0; el 
ácido de 18 carbonos, ácido oleico, que contiene una doble ligadura, se abrevia 18:1. La 
posición de cualquiera de las dobles ligaduras se especifica por números en forma de 
superíndice antecedido por la letra griega A. Por ejemplo, un ácido graso de 20 carbonos 
con una doble ligadura entre el carbono 9 y el carbono 10, y otra doble ligadura entre el 
carbono 12 y el carbono 13, se designa 2024912) (figura 14-2). Los ácidos grasos más 
comunes en la naturaleza tienen cadenas lineales sin ramificaciones, de entre 12 y 24 
carbonos. La posición de las dobles ligaduras es también bastante regular; en la mayoría 
de los ácidos grasos monoinsaturados, la doble ligadura se encuentra entre los carbonos 9 


y 10 (4°), y las otras dobles ligaduras en los ácidos grasos polinsaturados suelen ser AY 


y Al (cuadro 14-1); estas dobles ligaduras, presentes en prácticamente todos los ácidos 
grasos insaturados que existen en la naturaleza, se encuentran en una configuración tipo 
cis (figura 14-2-B). 


- o OF o” 
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Ç C C C 
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“a Ce 
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Figura 14-2. Estructuras: A) Ácido graso saturado, B) Ácido graso insaturado, tipo cis. 


El punto de fusión de los ácidos grasos y de los compuestos que los contienen es 
influido en gran medida tanto por la longitud como por el grado de insaturación de su 
cadena o cadenas hidrocarbonadas. A temperatura ambiente (25 °C), los ácidos grasos 
saturados de 12 a 24 carbonos tienen consistencia cérea, mientras que los ácidos grasos 
insaturados de estas longitudes presentan consistencia líquida oleosa. Los mamíferos son 
capaces de sintetizar sus propios ácidos grasos saturados y monoinsaturados, pero no los 
polinsaturados, por lo que estos últimos se denominan ácidos grasos esenciales. Aquellos 
que tienen un número par de átomos de carbono son desde el punto de vista biológico los 
más importantes. Esta característica tomará especial importancia al revisar la oxidación 
de los ácidos grasos. En los ácidos grasos saturados, las ligaduras sencillas permiten la 
rotación libre de los enlaces C-C, mientras que en los insaturados, las dobles ligaduras 
impiden la rotación de la molécula. La configuración cis induce lo que podríamos llamar 
un doblez en la cadena hidrocarbonada, modificando la conformación de la molécula, y 
por lo tanto sus propiedades (la configuración trans en cambio, es muy rara en la 
naturaleza). En un ácido graso saturado, la rotación alrededor de cada unión carbono- 
carbono da a la molécula gran flexibilidad, por lo que diferentes moléculas pueden 
empacarse de manera muy fuerte en arreglos cuasicristalinos (figura 14-3). 


Arreglo cuasi cristalino 


Arreglo desordenado 


Figura 14-3. Empacamiento de los ácidos grasos. 


Acilgliceroles como ésteres de ácidos grasos de glicerol 


Los triacilgliceroles, triacilglicéridos o grasas neutras son moléculas compuestas por tres 
ácidos grasos, cada una de ellas unida por un enlace éster a una molécula de tres 
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carbonos, con tres funciones alcohol (-OH), denominada glicerol. Aquellos 
triacilgliceroles que contienen el mismo tipo de ácido graso en cada una de las tres 
posiciones se denominan triacilgliceroles simples y son nombrados a partir del ácido graso 
que contienen. Por ejemplo, los triacilgliceroles simples formados a partir de ácidos 
grasos 16:0, 18:0 y 18:1 son los llamados tripalmitina, triestearina y trioleína, 
respectivamente (figura 14-4). Los triacilgliceroles mixtos contienen dos o más moléculas 
de ácidos grasos diferentes, por lo que para nombrar a estos compuestos se tiene que 
definir el nombre y la posición de cada uno de los ácidos grasos que los integran. Los 
monoacil-gliceroles y diacil-gliceroles son compuestos que tienen una porción polar que 
corresponde al glicerol en los grupos alcohol no esterificados y una porción no polar que 
corresponde a la o las cadenas de los ácidos grasos. En vista de que los hidroxilos polares 
del glicerol y los carboxilatos polares de los ácidos grasos están unidos por uniones éster, 
a los triacilgliceroles se les considera moléculas no polares o hidrofóbicas, debido que son 
en esencia insolubles en agua. 


glicerol 


l O 
II A Pa 

O HC-0-C-— yi a 
Residuo alquílico Ll | e un ácido graso 
de un ácido graso a ra T 
Residuo alquílico 


de un ácido graso 


Figura 14-4. Estructura de un triacilglicérido. 


En la mayoría de las células eucarióticas, los triacilgliceroles forman una serie de gotas 
microscópicas en el citosol acuoso, que sirven como depósitos de energía metabólica. 

Las células especializadas de los vertebrados llamadas adipocitos pueden almacenar 
grandes cantidades de estos triacilgliceroles, prácticamente llenando todo el citoplasma de 
estas células. Los triacilgliceroles también se almacenan en las semillas de un buen 
número de plantas que proveen de energía y de precursores biosintéticos cuando ocurre 
la germinación de la semilla. Los triacilgliceroles pueden considerarse depósitos 
concentrados de energía metabólica; su contenido calórico es muy alto, equivalente a 9 
kcal/g, y su almacenamiento no requiere agua. En contraste, el valor para carbohidratos y 
proteínas es de apenas 4 kcal/g, y cada gramo de carbohidrato o proteína almacenado es 
acompañado por 2 a 4 g adicionales de agua. Por ejemplo, en un individuo con peso de 
70 kg, unos 11 kg se encuentran en forma de triacilgliceroles, lo que significa una reserva 
de energía de alrededor de 100 000 kcal. Si esta cantidad de calorías se almacenara en 
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forma de glucógeno, esto equivaldría a por lo menos 63 Kg adicionales. 

Los triacileliceroles almacenados bajo la piel sirven no sólo como almacén de energía, 
sino también como aislamiento para soportar bajas temperaturas. La baja densidad de los 
triacilgliceroles constituye también la base para otra importante función de estos 
compuestos. Por ejemplo, en algunas especies de ballenas, el gran almacenaje de 
triacileliceroles en la cabeza permite ajustar la capacidad de flotación del cuerpo, 
dependiendo de la presión a la que están sujetas en sus inmersiones a profundidades 
extremas. 

Las uniones éster de los triacilgliceroles son susceptibles de hidrólisis, ya sea por ácido, 
por álcali o por enzimas. Al calentar la grasa animal con NaOH o KOH, se producen 
glicerol y sales de sodio o de potasio de los ácidos grasos para formar jabones. La 
utilidad de los jabones reside en su capacidad de solubilizar o de dispersar materiales 
insolubles en agua como las propias grasas, formando agregados microscópicos llamados 
micelas; el proceso de hidrólisis alcalina de las grasas recibe el nombre de saponificación 
(figura 14-5). 
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Figura 14-5. Proceso de saponificación. Los jabones son fabricados mediante la reacción de hidrólisis de 
mezclas de triacilglicéridos utilizando KOH. 
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Las ceras son ésteres de ácidos grasos de cadena larga y alcoholes monohídricos 
pesados. Se puede tomar como ejemplo uno de los constituyentes de la cera de abejas, 
un éster del alcohol miricílico y el ácido palmítico (figura 14-6). Las ceras están 
ampliamente distribuidas en los reinos animal y vegetal. En los animales se producen con 
frecuencia como secreciones y pueden servir como cubierta impermeabilizante de piel, 
pelaje o plumas. La misma función protectora la tienen en las plantas, donde las ceras 
pueden encontrarse recubriendo frutos, hojas o tallos. 


O 
I| 
CH3 — (CH2)28 — CH2 — O — C — (CH2)14 — CH3 


Palmitato de miricilo 


Figura 14-6. Estructura de una cera. 
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Lípidos estructurales 


Como su nombre lo indica, los lípidos estructurales tienen una función de extrema 
importancia en biología al ser componentes fundamentales de las lipoproteínas (partículas 
que transportan lípidos en la circulación) y de las membranas, tanto la celular como las 
de los organelos intracelulares. Los lípidos de las membranas son anfipáticos: la 
orientación de sus regiones hidrofóbica e hidrofílica dirige su empaque en la bicapa 
membranal. Se han descrito tres tipos generales de lípidos de membrana: 
elicerofosfolípidos, en donde las regiones hidrofóbicas están compuestas por dos 
moléculas de ácidos grasos unidos al glicerol; esfingolípidos, en donde una única 
molécula de ácido graso se une a una amina llamada esfingosina; y esteroles, compuestos 
caracterizados por un rígido sistema de cuatro anillos hidrocarbonados unidos entre sí. 
Las regiones hidrofílicas en estos compuestos anfipáticos pueden estar constituidas por 
un simple grupo -OH, al final del sistema de anillos de los esteroles, o pueden ser 
bastante más complejas. Los glicerofosfolípidos y los esfingolípidos contienen alcoholes 
polares en sus terminaciones polares y algunos contienen grupos fosfato. 

Las diferentes combinaciones de los residuos alquílicos de los ácidos grasos y de las 
cabezas polares en estas tres clases de lípidos de membrana dan lugar a una enorme 
diversidad de compuestos. Las membranas contienen varias clases de lípidos en donde 
dos ácidos grasos están unidos a la molécula del glicerol en posiciones C-1 y C-2, y un 
grupo o cabeza polar está unido en posición C-3. La clase más abundante de estos lípidos 
polares, contenidos en la mayoría de las membranas, son los glicerofosfolípidos (o sólo 
fosfolípidos). En los fosfolípidos, un alcohol polar está unido en la posición C-3 del 
glicerol a través de un enlace fosfodiéster (figura 14-7). Todos los fosfolípidos son 
derivados del ácido fosfatídico y por lo tanto se nombran conforme a la cabeza polar que 
contengan (p. ej., fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina). Todos éstos tienen una carga 
negativa en el grupo fosfato a pH de 7.0. En general, los fosfolípidos contienen un ácido 
graso saturado en posición C-1 y un ácido graso insaturado en posición C-2, donde 
ambos grupos por lo común presentan entre 16 y 18 carbonos de longitud. 
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Ácido graso saturado 


Ácido graso insaturado 


Nombre del 


Nombre de X Fórmula de X glicerofosfolípido 
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Figura 14-7. Estructura de algunos de los fosfolípidos más comunes. 


La fosfatidilcolina forma soluciones micelares cuando se mezcla con agua, las cuales 
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adquieren gran estabilidad en presencia de alguna sustancia con propiedades de 
detergentes. Al sustraer un grupo acilo de la molécula de lecitina, lo que es común por 
ejemplo cuando actúa sobre ella alguna de las enzimas de los venenos de serpiente, se 
produce la isolecitina, molécula tóxica en la mayoría de las células, ya que es por 
excelencia una molécula desestabilizadora de las membranas. Sin embargo, se le han 
encontrado algunas funciones importantes en la célula. 

Algunos tejidos animales, así como algunos organismos unicelulares, son ricos en 
lípidos que contienen uniones éter, en donde una de las dos cadenas acilo está enlazada al 
glicerol por medio de una unión éter, en lugar de una unión éster. La cadena de ácido 
graso enlazada en forma de unión éter puede ser saturada, como en los lípidos alquiléter, 
o puede contener una doble ligadura entre C-1 y C-2, como en los plasmalógenos (figura 
14-8). El sistema nervioso central contiene cantidades importantes de estos 
plasmalógenos, al igual que el tejido cardiaco de los vertebrados, donde alrededor de la 
mitad de los fosfolípidos son plasmalógenos. El significado funcional de esta composición 
específica en dichas membranas se desconoce; sin embargo, se ha pensado que la mayor 
presencia de moléculas de plasmalógenos en estos tejidos confiere a las membranas 
celulares una mayor resistencia contra la acción de fosfolipasas, las cuales atacan ácidos 
grasos unidos con enlaces éster. 


l + 


O pas P — O — CH, — CH, —N (CH 3)3 
l 
O” 


Figura 14-8. Estructura de un plasmalógeno. En la figura se señalan la unión éter entre el carbono 1 del gliceril y 
el carbono 1” del ácido graso. 


E 
© La segunda clase más importante de lípidos de membrana está constituida por los esfingolípidos, 
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moléculas que también contienen una cabeza polar y dos colas no polares; sin embargo, a diferencia de 
los fosfolípidos, estas moléculas no contienen glicerol, sino una molécula de un aminoalcohol de cadena 
larga llamado esfingosina (figura 14-9). En esta molécula, los carbonos C-1, C-2 y C-3 contienen grupos 
funcionales (OH y NH2), los cuales, en términos estructurales, pueden considerarse homólogos de los 
tres grupos hidroxilo de glicerol, presentes en los fosfolípidos. Cuando un ácido graso es unido por un 
enlace amida a un grupo NH2, el compuesto resultante se conoce como ceramida, que es desde el 
punto de vista estructural similar a un diacilglicerol. Esta molécula de ceramida es la estructura 
fundamental, o unidad fundamental, de todos los esfingolípidos (figura 14-9). 


Esfingosina 


3 2 1 
CH, — (CHa)¡9 = C= € r — i — CH2 — O —| Grupo polar 
| 
H H OH 


NH 
po 
Unión amida (CHo), 


Ácido graso 
CH, de cadena larga 


Figura 14-9. Estructura de las ceramidas. 


Existen tres subclases de esfingolípidos, todos derivados de la molécula de ceramida, 
pero que difieren en sus cabezas: esfingomielimas, glucolípidos neutros (sin carga) y 
gangliósidos (figura 14-10). Las esfingomielinas contienen fosfocolina o fosfoetanolamina 
en sus grupos de las cabezas polares y, por lo tanto, se clasifican como fosfolípidos junto 
con los glicerofosfolípidos; tienen una semejanza muy importante con las fosfatidilcolinas 
en sus propiedades generales, en su estructura tridimensional y en su ausencia de carga 
neta. La esfingomielina está presente en la membrana plasmática de la mayoría de las 
células animales, donde el principal ejemplo es la mielina, importante estructura que 
cubre los axones de las neuronas. Los glucolípidos neutros así como los gangliósidos 
tienen uno o varios residuos azúcar en uno de sus extremos, conectados de manera 
directa al grupo OH de la posición C-1 de la ceramida, y no contienen fosfato. Estos 
esfingolípidos que contienen azúcares son conocidos como glucoesfingolípidos. Los 
elucolípidos neutros contienen de 1 a 5 unidades azúcar, las cuales pueden ser D-glucosa, 
pD-galactosa o  N-acetil-D-galactosamina. En general, estos glucoesfingolípidos se 
encuentran por lo general en la monocapa externa de la membrana plasmática. Los 
cerebrósidos se distinguen entre los glucoesfingolípidos por tener una única molécula de 
azúcar unida a la molécula de ceramida. Las moléculas que contienen galactosa se 
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encuentran en la membrana plasmática de células del tejido nervioso, y aquellas con 
glucosa se encuentran en la membrana plasmática de tejidos no neurales. 
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Figura 14-10. Estructura de los esfingolípidos. Los carbonos marcados con los números 1, 2 y 3 pertenecen al 
aminoalcohol de 18 carbonos, la esfingosina. 


Los gangliósidos, moléculas más complejas dentro del grupo de los esfingolípidos, 
contienen cabezas polares muy grandes hechas de varias unidades de azúcar. Una o 
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varias de estas unidades terminales de azúcar de los gangliósidos consisten en el ácido N- 
acetilneuramínico, también conocido como ácido siálico (figura 14-11), el cual presenta una 
carga negativa a pH de 7.0. En la actualidad se sabe que estos esfingolípidos intervienen 
en importantes acciones de reconocimiento en la superficie celular. Un ejemplo 
importante son los determinantes de los grupos sanguíneos humanos A, B y O, los cuales 
están definidos de forma básica por moléculas de glucoesfingolípidos. 


G 1 
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NH CH 
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| | 
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Ácido siálico CH; CH3 
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Esfingosina 


Figura 14-11. Estructura del gangliósido GM1. 
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Esteroides 


Todos los compuestos de esta categoría están emparentados de forma química con el 
hidrocarburo insaturado isopreno (figura 14-12). La lista de lípidos derivados del isopreno 
incluye un gran número de sustancias biológicas importantes, como colesterol, ácidos 
biliares, las vitaminas liposolubles, hormonas sexuales, carotenos y muchas más. 


CH3 
| 


C CH2 


H 


Figura 14-12. Molécula de isopreno. 


Los lípidos isoprenoides no tienen parentesco químico con las grasas y los fosfátidos, 
pero poseen las mismas propiedades de solubilidad. Por ejemplo, cuando se extrae 
material biológico con éter y alcohol, el extracto contiene una mezcla de todos los lípidos 
presentes en el material original. Es posible hidrolizar con álcali las grasas y los fosfátidos 
para obtener sustancias solubles en agua, mientras que permanecen sin alterar los lípidos 
isoprenoides, que no son hidrosolubles, los cuales pueden extraerse de la mezcla con éter. 
Como no sufren hidrólisis alcalina suelen llamarse fracción insaponificable. 
Saponificación es el nombre que se da a la hidrólisis alcalina de las grasas. 

Los esteroides no guardan relación estructural obvia con los triacilglicéridos o los 
fosfolípidos. Se encuentran en una gran variedad de formas estructurales, y muchos son 
característicos de un grupo particular de animales o de plantas. Sin embargo, todos los 
esteroides poseen una misma estructura general de 17 carbonos, dispuestos en tres anillos 
de seis átomos de carbono unidos a 1 de 5 carbonos. Esta estructura recibe el nombre de 
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ciclopentanoperhidrofenantreno (figura 14-13). 


qu ¡23 
HC=— CH» =CH,—- CH, —CH 
N 
CH3 CH3 
CH3 
Colesterol 


HO 


Figura 14-13. Núcleo de ciclopentanoperhidrofenantreno y molécula de colesterol. 


D 


© El colesterol es, con mucho, el esteroide más ampliamente distribuido y abundante en los tejidos 
animales, y en el ser humano forma cerca de 0.2% del peso corporal. Además del núcleo de esteroide, 
el colesterol tiene una cadena lateral de ocho átomos de carbono, dos grupos metilo, un doble enlace y 
un grupo hidroxilo (figura 14-13). Es una sustancia blanca, cristalina, insoluble en agua y con punto de 


fusión de 150 *C. 
Las plantas no poseen colesterol; en su lugar, presentan una gran variedad de esteroles 
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emparentados de manera estrecha con él, los fitosteroles. Los fitosteroles mejor 
conocidos son estigmasterol del aceite de soya; f-sitosterol del germen de trigo; y 
ergosterol, de las levaduras (figura 14-14). 
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CH3 
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CH3 
HO 
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Figura 14-14. Estructura de esteroles abundantes en plantas y levaduras. 


En los tejidos animales existen muchos esteroides relacionados con el colesterol. 
Algunos de los más importantes son las hormonas esteroides, formadas en la corteza 
suprarrenal y en las gónadas; más adelante se mencionarán como lípidos con actividad 
biológica. La función de los diferentes esteroides sin actividad hormonal aún no se 
esclarece, aunque parece factible que algunos de ellos tengan un cometido crucial en la 
relación estructura/función de las membranas biológicas. 

Los microorganismos y los tejidos vegetales tienen también esteroides característicos, y 
muchos de éstos guardan gran semejanza con el colesterol. Su amplia distribución 
sustenta la idea de que estos compuestos tienen una función estructural muy importante 
en todas las células. Además, como más adelante se discutirá, el colesterol se considera el 
más importante precursor de las hormonas esteroides. La bilis contiene, entre muchos 
otros componentes, las sales biliares, que son amidas derivadas de los ácidos biliares y 
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los aminoácidos glicina y taurina. Los ácidos biliares poseen el sistema de anillos 
ciclopentanoperhidrofenantreno con grupos hidroxilo en las posiciones 3, 7 y 12. Los 
anillos 4 y B están condensados en cis, y la cadena lateral en C17 es de cinco carbonos 
de forma invariable (figura 14-15). 


COOH 


Ho” Ho” 


Ácido cólico Ácido desoxicólico 
OH 
CONHCH¿CH2SO3H CONHCH¿COOH 
CH 
HO” “OH HO“ 
Ácido taurocólico Ácido glicocólico 


Figura 14-15. Sales biliares. 


Las amidas de los ácidos taurocólico y glucocólico son excelentes agentes 
emulsificantes, ya que tienen estructura no polar y una cadena lateral con carga. Su 
principal cometido en el organismo consiste en la emulsificación de las grasas durante la 
digestión, para facilitar su degradación enzimática y su absorción. 
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Otros lípidos con actividad biológica específica 
© 
© Los eicosanoides son derivados de los ácidos grasos poliinsaturados de 20 carbonos, los cuales 
presentan una multitud de acciones de tipo hormonal sobre diferentes tejidos. Estas moléculas no son 
trasportadas por la sangre, sino que se producen in situ en la mayoría de las células de los mamíferos y 


actúan de forma directa sobre el tejido que los produce. Los eicosanoides son sintetizados a partir del 
ácido araquidónico, el cual es un ácido graso poliinsaturado de 20 carbonos, 204(A%$11,14), 


Este grupo incluye tres familias de compuestos: prostanoides, lipoxinas (LX) y 
leucotrienos (LT). A su vez, los prostanoides incluyen prostaglandinas (PG), 
prostaciclinas (PGTI) y tromboxanos (TX). 

Los eicosanoides son una clase muy importante de lípidos de vida media muy corta 
que desempeñan funciones de señalización, y que inducen una amplia e importante 
variedad de respuestas celulares. Por ejemplo, se sabe que algunas prostaglandinas 
median la respuesta inflamatoria, así como la regulación de la presión arterial. Las 
prostaglandinas se sintetizan y secretan en la mayoría de los tejidos de los mamiferos y, 
como ya se ha mencionado, llevan a cabo su función cerca del sitio de síntesis; en 
general tienen vida media muy corta, de minutos. Las prostaglandinas son ácidos 
carboxílicos de 20 carbonos y contienen un anillo de cinco carbonos (figura 14-16). Son 
moléculas cuya clasificación toma en cuenta los sustituyentes en el anillo ciclopentano y 
el número de dobles uniones, así como de sus cadenas laterales, lo cual se indica por un 
número en forma de subíndice. Por ejemplo, la prostaglandina Ao PGA puede contener 
en total 1, 2 o 3 dobles ligaduras en sus cadenas laterales, por lo que estas diferentes 
subclases se llaman PGA1, PGA2, PGA3. Todas las prostaglandinas con una doble 
ligadura en su cadena lateral comprenden la serie 1 (PGA1, PGE1, PGF1) (figura 14-17). 
De manera similar, todas las prostaglandinas con dos o tres dobles ligaduras en sus 
cadenas laterales comprenden las series 2 y 3, respectivamente. 


COOH 


Figura 14-16. Núcleo de las prostaglandinas. 
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Sustituyentes 


Un grupo ceto 
Una doble ligadura en a o $ 
Un hidroxilo 


Una doble ligadura 
Un grupo ceto 
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Una doble ligadura 
Tres hidroxilos 


Figura 14-17. Estructura de las prostaglandinas. 


Algunas prostaglandinas también se representan con el subíndice a (p. ej., PGF2a). 
Este subíndice se refiere a la configuración del grupo hidroxilo en el carbono 9 de la 
cadena. 

Las prostaglandinas son sintetizadas a partir de los dos endoperóxidos PGG2 y PGH2, 
los cuales son producto de la acción de la enzima ciclooxigenasa sobre el ácido 
araquidónico. En años recientes se ha encontrado que otra enzima, la lipooxigenasa, 
actúa sobre el ácido araquidónico para formar una serie de hidroxiácidos grasos, los 
tromboxanos y los leucotrienos. 

Los tromboxanos son moléculas muy parecidas a las prostaglandinas y comparten el 
mismo camino de biosíntesis que el grupo de prostaglandinas 1. Los tromboxanos son 
liberados por las plaquetas y son potentes inductores de la formación de trombos. Al 
igual que en el caso de las prostaglandinas, el precursor de los tromboxanos 2 es el 
PGH2. 

Los leucotrienos y los ácidos hidroxieicosatetranoicos (HETES), al igual que los 
tromboxanos de la serie 2 de las prostaglandinas, son sintetizados a partir del ácido 
araquidónico (figura 14-18). Los leucotrienos y los HETES inducen una amplia variedad 
de efectos biológicos, entre los cuales pueden mencionarse la mediación de la 
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quimiotaxis, la promoción de la contracción del músculo liso, la mediación de la respuesta 
inflamatoria alérgica y la estimulación de la enzima adenilil-ciclasa. 


Ácido araquidónico 


5-HPETE 


Ácido 5-hidroperoxi- 
eicotetraenoico 


5-HETE 


Ácido 5-hidroxi- 
eicotetraenoico 


Figura 14-18. Síntesis de leucotrienos vía lipooxigenasa. 


Hormonas esteroides 


Las principales hormonas esteroides son las hormonas suprarrenales, las hormonas 
sexuales (andrógenos y estrógenos) (figura 14-19) y las hormonas derivadas de la vitamina 
D. El ergosterol se convierte en calciferol o vitamina D, por efecto de la radiación 
ultravioleta (figura 14-20). 
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Hormonas femeninas 
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Figura 14-19. Hormonas sexuales, estrógenos u hormonas femeninas, progesterona y andrógenos u hormonas 


masculinas. 


Ergosterol Calciferol (vitamina D3) 


Figura 14-20. El calciferol o vitamina D>, se puede sintetizar a partir de ergosterol. 
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Estas hormonas son liposolubles y alcanzan con facilidad el citosol de las células blanco 
a través de la membrana plasmática. La mayor parte de los receptores de hormonas 
esteroides están localizados en el núcleo; otros pueden desplazarse del citosol al núcleo 
sólo cuando están unidos a la hormona. 

Las hormonas suprarrenales se producen en células de la capa externa de las glándulas 
suprarrenales, que, como su nombre indica, se ubican encima de los riñones. En la 
corteza suprarrenal se producen más de 50 hormonas corticoesteroideas pertenecientes a 
dos familias: los glucocorticoides y los mineralocorticoides (figura 14-21). Los 
elucocorticoides afectan por lo general el metabolismo intermedio, y los 
mineralocorticoides intervienen en la regulación de las concentraciones de electrólitos en 
la sangre. 
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(mineralocorticoide) 
Figura 14-21. Glucocorticoides y mineralocorticoides. 


Los andrógenos (testosterona) y los estrógenos se sintetizan en mayor medida en 
testículos y ovarios, en ese orden. Estas hormonas afectan el desarrollo y el 
comportamiento sexual, así como una gran variedad de funciones reproductoras y no 
reproductoras. Las hormonas esteroides producidas a partir de la vitamina D, por 


enzimas presentes en el hígado y en los riñones, regulan el metabolismo del Ca?* y del 
fosfato, incluyendo la formación y movilización de fosfato cálcico en el hueso. 


o Preguntas de reforzamiento 
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1 La presencia de dobles ligaduras en las cadenas hidrocarbonadas de los ácidos grasos provoca que: 


a) No puedan ser metabolizados. 
b) Disminuya su punto de fusión. 
C€) Aumente su punto de fusión. 
dl) Se almacenen con facilidad. 


2 El isopreno es la unidad estructural hipotética de: 


a) Ácidos grasos 
b) Triacilglicéridos. 
C) Esteroides. 

d) Gangliósidos. 
e) Esfingosina. 


3 El glicerol es componente de: 


A) Esteroides. 

b) Ceras. 

C) Prostaglandinas. 
d) Triacilelicéridos. 


Á La ceramida se caracteriza por 


a) Poseer un ácido graso unido a una molécula de esfingosina. 
b) Poseer un ácido graso unido a una molécula de glicerol. 
c) No poseer ácidos grasos. 


d) Poseer una estructura cíclica. 


5 Los leucotrienos son ejemplos de lípidos derivados de: 


a) Ácido araquidónico. 
b) Colesterol. 

€) Ácido esteárico. 

d) Esfingosina. 


Respuestas: 1. b, 2. c, 3. d, 4. a, 5. a. 
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e Desarrollo histórico del estudio de la estructura de la membrana y la estructura supramolecular 
e Composición molecular de las membranas 

e Transducción de señales en la membrana celular 

e Fenómenos de transporte a través de las membranas 

e Citoesqueleto de la membrana plasmática 


e clave 


Í El modelo de mosaico fluido propuesto por Singer y Nicholson en 1972 es el que mejor explica las propiedades de la membrana 
plasmática. 


2 Las proteínas integrales de la membrana pueden desplazarse lateralmente sobre el mosaico fluido de la bicapa de fosfolípidos, 
pero no atravesarla en sentido vertical, esto es, su orientación intracelular-extracelular no cambia. 


3 Los carbohidratos de la membrana son oligosacáridos unidos siempre a lípidos o proteínas y se localizan siempre en la cara 
externa de la membrana plasmática. 


4 La transducción de señales inicia cuando un ligando se une y activa a una proteína receptora de membrana, disparando toda una 
cascada de reacciones en el interior de la célula. 


5 La difusión facilitada esta mediada por proteínas transportadoras de membrana. 


En los últimos 20 años, los adelantos experimentales han permitido un avance 
sorprendente del conocimiento sobre la bioquímica, biofísica, biología celular y biología 
molecular de las células. Mientras que la forma más simple de vida independiente es un 
procariota que consiste en poco más que citoplasma dentro de una membrana, las células 
eucarióticas ejemplifican la especialización de las membranas. Estas células contienen 
una gran variedad de membranas internas, cada una de las cuales forma organelos 
intracelulares con diversas funciones biológicas (capítulo 1). 

A medida que se deje de pensar en las membranas biológicas como simples barreras y 
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se inicie la búsqueda de sus funciones de una manera más abierta y productiva, se tendrá 
la oportunidad de conocer a fondo muchos de los secretos de la unidad más pequeña de 
vida, la célula. 
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Desarrollo histórico del estudio de la estructura de la 
membrana y la estructura supramolecular 


En 1855, Kare Nägeli observó diferencias en la penetración de pigmentos en células 
dañadas, y por primera vez se acuñó el término membrana plasmática. Los estudios de 
Nágeli sobre la correlación entre fuerza osmótica y volumen celular llevaron al botánico 
Wilhelm Pfeffer, quien realizó numerosos experimentos sobre el comportamiento 
osmótico de las células vegetales, a al señalar que la membrana plasmática regula la 
entrada y salida de sustancias en la célula. En 1899, Charles Overton publicó sus 
resultados relacionados con la entrada y salida de compuestos en la célula e informó que, 
cuanto más polar es la molécula, tanto menor es la probabilidad de su entrada en la 
célula. Afirmó además que esta membrana es de naturaleza “lipoide”. Menos de dos 
decenios después, en 1917, Langmuir capturó la imaginación de su tiempo al diseñar un 
sistema para medir el área ocupada por una cadena de ácidos grasos orientada en 
monocapas sobre agua. Con su sencillo aparato, Langmuir logró por primera vez medir 
de forma directa el tamaño de una molécula. 

Muchas de las ideas contemporáneas sobre la estructura molecular de las membranas 
biológicas están fundamentadas en los experimentos de Gorter y Grendel (1925), quienes 
extrajeron los lípidos de eritrocitos y los dispersaron sobre agua en una película. Sus 
resultados indicaron que la película cubría un área que correspondía al doble de la 
esperada, conforme a los cálculos hechos para el área de superficie de las células 
intactas. Ellos propusieron que la membrana celular intacta correspondía a una capa 
bimolecular de lípidos, con los extremos hidrofóbicos orientados al centro, y los extremos 
hidrofílicos hacia el exterior (figura 15-1). 
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Vesículas de 


internalización Membrana 
Núcleo de lípidos plasmática 


La membrana celular formada por una capa bimolecular de lípidos. 


En 1952, Davson y Danielli, en su modelo clásico, postularon la presencia de una capa 
de proteínas unida a los extremos polares de los lípidos de la bicapa ( ). La 
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presencia de estas proteínas contribuiría a la estabilidad de la bicapa, lo que explicaría la 
baja tensión superficial en la interfaz. Hubo apoyo inmediato para el modelo Davson- 
Danielli de las primeras imágenes del microscopio electrónico, donde la membrana celular 
aparece como una estructura trilaminar. En 1966, Robertson propuso que la membrana 
lipídica presenta polaridad estructural, con la superficie interna cubierta de polipéptidos y 
la externa con mucopolisacáridos y mucoproteínas (figura 15-2B). El mismo año, Green 
sugirió que las membranas biológicas están formadas por la asociación de unidades 
estructurales repetidas de proteolípidos (figura 15-2C). Sin embargo, una de las propuestas 
más acordes con el conocimiento del rápido recambio de los componentes de la 
membrana es el modelo del mosaico fluido, propuesto por Singer y Nicholson (1972). En 
él, la estructura básica de la membrana consiste en una bicapa lipídica “fluida” de 
fosfolípidos, y contiene las proteínas intercaladas en la matriz lipídica (figura 15-3), que se 
dividen en proteínas intrínsecas y otras periféricas. Marchesi propuso, en 1973, que la 
cara citoplasmática de la membrana está altamente asociada con una zona de proteínas 
contráctiles (espectrina), hoy en días conocida como citoesqueleto (figura 15-4). 


A. Modelo de Davson y Danielli B. Modelo de Robertson 


Proteína 
Proteina 


Fosfolipido 


Fosfolipido 


C. Modelo de Green 


A 


O= —0 O= =o Fosfolipido 
go Ip 


Figura 15-2. Modelos de membrana. 
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Figura 15-3. Modelo de la membrana conocido como del sándwich, o mosaico fluido de Singer y Nicholson. A) 
Representación esquemática. B) Representación por técnicas matemáticas de simulación molecular. Ilustración 
15-3A elaborada por Arturo Castro para el Manual Moderno y la UNAM, 
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Figura 15-4. Esquema de las asociaciones de proteínas de la membrana del eritrocito con sus proteínas del 
citoesqueleto. 


Por otra parte, en 1971 Hubbell y McConnell, utilizando marcadores moleculares, 
demostraron que las moléculas de los lípidos pueden moverse en el plano de la bicapa 
cuando se encuentran por arriba de la temperatura de transición o Tm, esto es, la 
temperatura a la cual la membrana cambia de un estado físico cristalino a un estado de 
gel, o viceversa. Esta rápida difusión lateral de lípidos fue de gran importancia, ya que 
implicaba que las proteínas también eran libres de moverse en sentido lateral. En 1974, 
Frye y Edidin demostraron el fenómeno conocido como polarización de proteínas en el 
plano de la membrana, que de forma directa demostraba el movimiento lateral de las 
proteínas. Estas últimas también pueden girar alrededor de un eje vertical al plano de la 
membrana; sin embargo, no pueden girar a través de dicho plano (figura 15-5). Esta 
movilidad lateral de proteínas en la bicapa lipídica dio origen al término mosaico fluido. 
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Figura 15-5. Movilidad de las proteínas de la membrana. 


Novedosos conceptos sobre la estructura de membrana la postulan como un sistema 
altamente ordenado e independiente del movimiento lateral de moléculas. Uno de estos 
conceptos es el modelo de parches, propuesto por Gordon y Mobley (figura 15-6), en el 
cual la agregación de las proteínas depende, en gran medida, de la composición lipídica 
de la membrana. 
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Figura 15-6. Modelo de la membrana conocido como de parches de Gordon y Mobley. 


En la actualidad, estas regiones son reconocidas como balsas lipídicas, las cuales se ha 
demostrado que desempeñan un papel importante en el entendimiento presente de 
muchos fenómenos estructurales y de actividad asociados a las membranas biológicas. Si 
bien muchos de estos conceptos han permitido demostrar el carácter dinámico de las 
membranas, a lo largo del tiempo la manera en que se visualiza este concepto ha sido 
inadecuada. En la actualidad, las limitaciones de visualización se superan con el diseño de 
diversos algoritmos y técnicas de simulación molecular, que han permitido, primero de 
forma matemática, calcular muchas de las interacciones entre las moléculas que 
componen una membrana y, de este modo, visualizar la manera en que una membrana se 
comporta a escala molecular (figura 15-3B). 
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Composición molecular de las membranas 


Las membranas están compuestas por tres clases de moléculas: lípidos, proteínas y 
carbohidratos. Los lípidos proveen las características estructurales básicas de las 
membranas. Las proteínas de la membrana funcionan en primer lugar como 
transportador o catalizadores biológicos, lo que da a la membrana sus propiedades 
funcionales distintivas, y los carbohidratos le confieren la asimetría, además de realizar 
importantes funciones de reconocimiento. 


Lípidos de la membrana 


La característica más sorprendente de los residuos hidrocarbonados de los lípidos de la 
membrana es su casi ilimitada variabilidad química. Cada clase de fosfolípidos, por 
ejemplo, consiste en un gran número de diferentes especies moleculares, que pueden 
distinguirse entre sí por la longitud de sus cadenas acilo y el número y posición de sus 
uniones insaturadas. El estudio de las propiedades físicas de la región hidrofóbica de la 
membrana se ha concentrado en examinar el comportamiento de los lípidos purificados, 
con base en sus constituyentes desde el punto de vista químico bien definido. 

Los cambios observados en las propiedades físicas de los lípidos hidrocarbonados de 
las membranas con la adición de agua al sistema, o con el cambio de temperatura de este 
sistema, han establecido que los fosfolípidos son moléculas mesomórficas; esto quiere 
decir que pueden existir en una de varias formas físicas. Las dos más frecuentes son la 
estructura lamelar o forma más líquida y desordenada (fase sol o líquida cristalina), y la 
forma más estática y ordenada, empacada en arreglos hexagonales (fase gel o cristalina). 
Las transiciones de la forma ordenada a la más desordenada, o viceversa, se llevan a 
cabo a diferentes temperaturas llamadas “temperaturas de transición de fase”. La 
transición de la forma cristalina a la líquida cristalina es una reacción endotérmica (figura 
15-7). 
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Figura 15-7. Cambio endotérmico de una membrana al sufrir una transición de fase dependiente de la 
temperatura. 
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Los lípidos encontrados en las membranas son anfipáticos, con un extremo de la 
molécula hidrofóbico o insoluble en agua y el otro extremo hidrofílico o soluble en agua. 
La región hidrofílica se denomina polar porque con frecuencia es capaz de contener 
cargas eléctricas, mientras que la región hidrofóbica es no polar. Sólo una porción muy 
pequeña de la mayoría de los lípidos de membrana, al ser añadidos al agua, se disuelve 
para formar una verdadera solución molecular. Por arriba de la concentración micelar 
crítica, las moléculas se agregan entre sí para formar micelas (figura 15-8). En estas 
estructuras, las cadenas hidrocarbonadas de los ácidos grasos son apartadas del ambiente 
acuoso, formando una fase hidrofóbica interna con las cabezas polares expuestas. Al 
someter esta suspensión a ultrasonido de alta energía, las moléculas de fosfolípido 
empiezan a formar estructuras denominadas liposomas (figura 15-8). El arreglo de estos 
fosfolípidos en los liposomas fue deducido por M. F. Wilkins utilizando difracción de 
rayos X, e indicaba que los arreglos antiparalelos de las cabezas polares de los 
fosfolípidos están separados por unos 4 nm y que las colas de ácidos grasos se 
encuentran en paralelo. Las cabezas polares están orientadas hacia afuera de la bicapa 
lipídica, mientras que los ácidos grasos están dirigidos hacia su interior, perpendiculares al 
plano de la superficie de la membrana. Este modelo, que explica la estructura básica de 
las membranas, corresponde de manera idéntica a la propuesta de J. F. Danielli y H. 
Davson en la década de 1930, cuando aún no existían datos estructurales precisos. 
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Figura 15-8. Estructuras micelares y liposomales formadas a partir de la agregación de fosfolípidos. 


También se propuso que ésta es la configuración de mínima energía para una película 
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compuesta de moléculas anfipáticas, ya que optimiza la interacción de los grupos polares 
con el agua. 

Ahora bien, aquí es conveniente mencionar que, desde un punto de vista biofísico, los 
lípidos no se consideran sólo como entidades químicas, sino también como entidades 
mecánicas y eléctricas. Fuera de algunos ejemplos, como se verá más adelante, en que el 
ataque enzimático sobre estos lípidos genera señales que pudieran enviar información a 
través de la membrana, hasta donde se sabe la estructura química de los lípidos de la 
membrana puede influir de manera importante en sus funciones. Se debe tomar en 
cuenta que la conformación dinámica de estos lípidos, con propiedades estéricas 
interesantes y alta capacidad de movimiento en el plano de la membrana, confiere a los 
lípidos una increíble cooperatividad dinámica poco entendida, que sin embargo permite 
que dos proteínas contenidas en la misma bicapa se comuniquen entre sí sin necesidad de 
contacto directo. Muchas de las preguntas aún sin contestar en relación con las 
propiedades de las membranas biológicas quizás encontrarán una explicación en esta 
novedosa perspectiva sobre la dinámica de las proteínas de la membrana, utilizando a los 
lípidos que las rodean como parte integral en el desarrollo de su función (figura 15-9). 


Fosfatidiletanolamina 
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Fosfatidilcolina 


Enzima de la membrana Enzima de la membrana 
con actividad catalítica alta con actividad catalítica baja 


Figura 15-9. Ejemplo de un anillo de lípidos de las proteínas de la membrana como reguladores de su función. 


Sin lugar a duda, la interacción lípido-lípido más estudiada ha sido la que se establece 
entre el colesterol y los fosfolípidos. Cerca de 50 años han transcurrido desde que se 
descubrió que la adición de colesterol a una dispersión de fosfolípidos reduce el área 
molecular de los componentes que la integran, creando lo que podría denominarse como 
sistemas condensados. El efecto de condensación se ha explicado como una interacción 
específica entre las moléculas de colesterol y las cadenas hidrocarbonadas de los 
fosfolípidos en forma de líiquido-cristal, lo cual reduce la libertad de movimiento de estas 
cadenas. El efecto sólo se observa en mezclas de fosfolípidos que contienen cadenas 
hidrocarbonadas desordenadas, no cuando estas cadenas se encuentran en una fase 
cristalina, más ordenada. Por lo tanto, esto último se observa en sistemas que se 


496. 
booksmedicos.org 


encuentran por arriba de la temperatura de transición de los lípidos que los componen. 
Trabajando por debajo de esta temperatura de transición, el efecto del colesterol es el 
opuesto y tiende a relajar el sistema (figura 15-10). 


Efecto 
Estado 
cristalino 
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Figura 15-10. Efecto del colesterol sobre el estado fisico de las membranas. Observe los cambios en la 
separación entre los fosfolípidos de la membrana en cada uno de los diferentes estados. 
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Proteínas de las membranas 


La gran mayoría de las membranas contienen alrededor de 40% de lípido y 60% de 
proteína. Las membranas relacionadas con la transducción de energía, como la 
membrana interna mitocondrial, poseen el más alto contenido de proteína, alrededor de 
75%. En contraste, la mielina, que cubre los axones de ciertas fibras nerviosas con alto 
contenido lipídico que le proporciona un importante carácter aislante, sólo contiene 
alrededor de 18% de proteína (figura 15-11). 


Mielina Eritrocito humano Escherichia coli 


Proteína 
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Figura 15-11. Composición lipídica de diferentes membranas biológicas. (CHO, carbohidrato; FE, 
fosfatidiletanolamina; FC, fosfatidilcolina; FS, fosfatidilserina; FI, fosfatidilinositol; FG, fosfatidilglicerol; esf, 
esfingomielina; gluc, glucolípidos; col, colesterol; card, cardiolipina.) 


Cada membrana contiene tipos diferentes de proteínas, lo que en general se relaciona 
con el grado de actividad y la función de las diferentes membranas (figura 15-12). Por 
ejemplo, la membrana interna mitocondrial contiene más de 100 proteínas diferentes, lo 
que habla de su enorme actividad, tanto enzimática como de transporte. Las proteínas de 
membrana se clasifican en dos tipos: las proteínas extrínsecas o periféricas y las 
intrínsecas o integrales, las cuales sólo con tratamientos rigurosos pueden ser separadas 
de la bicapa lipidica. Estas últimas son altamente hidrofóbicas e insolubles en sistemas 
acuosos y sólo pueden ser estabilizadas fuera de su ambiente lipídico con la ayuda de 
detergentes (figura 15-12). 
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Figura 15-12. El contenido de proteínas de las membranas habla de su función. Micrografías electrónicas y 
diagramas de membranas de mitocondrias y un axón nervioso periférico mielinizado. En la mitocondria se 
observa un contenido muy alto de proteínas membranales intrínsecas, necesarias para desempeñar sus múltiples 
funciones enzimáticas y de transporte, las cuales sólo pueden aislarse mediante la adición de detergentes que 
disgregan las membranas. En contraste, en las células de Schwann se muestra la formación de mielina compuesta 
por múltiples cubiertas de membrana plasmática con un muy bajo contenido de proteínas, y cuya función es 
servir como aislante para acelerar la conducción de los impulsos nerviosos. 
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La presencia de proteínas intrínsecas en una bicapa lipídica implica que estas moléculas 

poseen regiones constituidas de manera predominante por residuos de aminoácidos de 
cadena lateral no polar; esta característica permite que la proteína interactúe con la región 
hidrofóbica de las cadenas hidrocarbonadas de los fosfolípidos de la membrana. Existen 
proteínas intrínsecas con mayor o menor número de aminoácidos no polares, lo que les 
confiere diversos grados de penetración en la bicapa lipídica. En resumen, se conocen 
proteínas intrínsecas con regiones polares predominantes, pero con segmentos pequeños 
que interactúan con la fase hidrofóbica; o bien, proteínas intrínsecas sumergidas por 
completo en la región lipofílica. 
Mediante técnicas de ataque proteolítico con enzimas como la tripsina y la pronasa, así 
como mediante la utilización de técnicas de marcado radiactivo y sondas fluorescentes, 
se ha llegado a la conclusión de que las proteínas de la membrana (tanto las intrínsecas 
como las extrínsecas) presentan una asimetría importante en la bicapa lipidica. Más aún, 
se ha observado que las proteínas intrínsecas que atraviesan la membrana mantienen su 
asimetría estructural, conservando siempre su orientación, la cual está determinada desde 
el momento de su síntesis en la membrana del retículo endoplásmico. 

Las proteínas integrales de la membrana por lo general presentan regiones ricas en 
aminoácidos hidrofóbicos y sólo pueden separarse de las membranas por medio de 
detergentes, solventes no polares y en algunos casos agentes desnaturalizantes. Debido a 
las dificultades para su extracción, la estructura tridimensional de un número reducido de 
estas proteínas ha sido determinada mediante técnicas de resolución atómica, como la 
cristalografía de rayos X y la espectroscopia de resonancia magnética nuclear. Estas 
proteínas integrales pueden ser del tipo monotópico, lo que indica que se encuentran de 
forma permanente unidas de un solo lado de la membrana, o pueden cruzar la totalidad 
de la membrana utilizando tanto estructuras B plegadas como estructuras a helicoidales. 
El cuadro 15-1 muestra algunos ejemplos de estas proteínas intrínsecas que han sido 
extraídas con éxito de la membrana y cristalizadas para su estudio atómico. En algunas 
proteínas existe un solo segmento hidrofóbico que interactúa con los lípidos de las 
membranas, como se ejemplifica con la proteína glucoforina (figura 15-134). Por otra 
parte, existen proteínas de la membrana con múltiples segmentos hidrofóbicos que 
pueden interactuar de manera más estrecha con la fase hidrofóbica de la membrana. Un 


ejemplo de esta clase de proteína es la bomba de calcio o Ca?'_ATPasa, con 10 
segmentos transmembranales (figura 15-13B). En contraste, existen muchas proteínas 
periféricas que se unen a la superficie de la membrana mediante interacciones 
electrostáticas y formación de puentes de hidrógeno con las regiones hidrofilicas de 
diferentes proteínas integrales. Estas proteínas periféricas, en general, se consideran 
reguladores de proteínas integrales o conectoras entre estas proteínas integrales y las 
estructuras del citoesqueleto. La asociación de una proteína con la bicapa lipídica 
conlleva una serie de cambios asociados a la estructura terciaria de ésta. Tales cambios 
pueden incluir el plegamiento de alguna región que, antes de la interacción con la 
membrana, estaba desdoblada, así como la formación de estructuras cuaternarias O 
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complejos oligoméricos. El cuadro 15-2 presenta algunos ejemplos de proteínas periféricas, 
incluyendo su función y estructura. 
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PA 
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Figura 15-13. Ejemplo de proteínas integrales de membrana: A) glucoforina con un solo cruce a través de la 
membrana, B) bomba de calcio con 10 cruces a través de la membrana. 


Cuadro 15-1. Ejemplos de proteínas de la membrana intrínsecas 


Ciclooxigenasa Kurumbail et al., 1996 
Monoaminooxidasa A Ma et al., 2004 

Peptidoglucano glucosiltransferasa Yuan et al., 2007 

Porina Weiss & Schulz, 1992 

Porina OmpG monomérica Subbarao & van den Berg, 2006 
Transportador de fosfatos OprP Moraes, 2007 

Rodopsina Murakami & Kouyama, 2008 
Receptor adrenérgico PB Rasmussen, 2007 
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Receptor de acetilcolina Unwin, 2005 


ATPasa Na”, K* Morth et al, 2007 


Cuadro 15-2. Ejemplos de proteínas de la membrana periféricas 


Fosfolipasas A2 Hidrólisis de la unión del segundo ácido graso de los fosfolípidos 
Colesterol oxidasa Oxida e isomeriza al colesterol 
Lipoxigenasas Catalizan la dioxigenación de los ácidos grasos 
Esfingomelinasa C Fosfodiesterasa que rompe uniones fosfodiéster 
Miotubularinas Fosfatasas lipídicas 
Glucosiltransferasas Catalizan la transferencia de azúcares formando uniones glucosídicas 
Toxinas bacterianas Enterotoxinas 
S-endotoxinas 
Gramicidina 
Toxinas de hongos Antibióticos cíclicos 
Venenos Veneno de serpiente 
Veneno de escorpión 
Conotoxinas 


Poneratoxinas de insectos 


En algunos casos específicos, las proteínas de membrana pueden presentar lípidos 
unidos de forma covalente. Esta característica les permite anclarse a la membrana, por lo 
que para su extracción es necesario utilizar detergentes en condiciones similares a las 
empleadas para la extracción de proteínas integrales de la membrana. A pesar de esta 
última característica, a este tipo de proteínas se les considera proteínas periféricas. 


Carbohidratos de la membrana 


Aunque en la naturaleza existen más de 100 tipos diferentes de monosacáridos, son sólo 
unos 10 los que se encuentran en las glucoproteínas y los glucolípidos de las membranas 
en general. Entre los principales están galactosa, manosa, L-fucosa, glucosa, glucosamina, 
galactosamina y ácido siálico; este último suele encontrarse como grupo terminal, y 
contribuye de manera importante a la carga negativa neta que presenta la superficie de las 
membranas de los mamíferos (figura 15-14). 
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Figura 15-14. Carbohidratos de la membrana celular. 


Los glucolípidos de los organismos superiores, que se revisan en el capítulo 14, son 
derivados de la esfingosina con uno o varios residuos azúcar. En las glucoproteínas de 
membrana, una o más cadenas de azúcar están enlazadas a las cadenas laterales de 
serina, treonina o asparagina de la proteína, por lo general a través de N- 
acetilgelucosamina o N-acetilgalactosamina. La posición de estos grupos carbohidrato en 
las membranas puede determinarse por técnicas específicas de marcaje. Se trata de 
sondas o marcadores, las lectinas, que son proteínas vegetales con alta afinidad por 
determinados residuos azúcar. Estos azúcares se localizan en la superficie externa de las 
membranas plasmáticas. De hecho, los residuos azúcar de la membrana plasmática de 
todas las células de mamífero estudiadas hasta ahora se localizan de manera exclusiva en 
la superficie externa. 

Una posible función de los grupos carbohidrato es orientar las glucoproteínas en las 
membranas. Al ser los azúcares altamente hidrofílicos, la porción de las glucoproteínas y 
los glucolípidos que los contiene tenderá a situarse en la superficie de la membrana, más 
que en el núcleo hidrocarbonado. 

Los azúcares de las superficies celulares son importantes en el reconocimiento 
intercelular. La interacción de diferentes células para formar un tejido y la detección de 
células extrañas por el sistema inmunitario de los organismos superiores son ejemplos de 
procesos que dependen del reconocimiento de una superficie celular por otra. Los 
azúcares tienen grandes posibilidades de mostrar una alta diversidad estructural, ya que: 
a) los monosacáridos pueden enlazarse de forma mutua a través de varios grupos 
hidroxilo; b) la unión del C-1 puede tener configuración a o f3; y c) es posible una amplia 
ramificación. En efecto, pueden formarse muchísimos más oligosacáridos diferentes con 
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cuatro azúcares, que oligopéptidos con cuatro aminoácidos. 

Tomando en cuenta las características fisicoquímicas de los componentes de la 
membrana, podemos explicar muchas de sus funciones básicas (cuadro 15-3) y tal vez 
muchas de las funciones y propiedades de las membranas biológicas aún desconocidas. 


Cuadro 15-3. Funciones de las membranas 


e Límite de células individuales 

e Límite de organelos intracelulares 

e Adhesión entre células 

e Intercambio de gases 

e Marco estructural para enzimas, receptores, entre otros 
+ Difusión facilitada de azúcares, aminoácidos, entre otros 
» Permeabilidad selectiva a iones 

+ Transmisión de la excitación 

e Secreción 

e Motilidad 

e Formación de estructuras especializadas como desmosomas 
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Transducción de señales en la membrana celular 


Un buen número de moléculas extracelulares, incluyendo las hormonas, los factores de 
crecimiento y los neurotransmisores, no entran en la célula para iniciar sus acciones 
biológicas, sino que interactúan con diferentes receptores en la superficie de éstas. Tales 
receptores se unen a las diferentes moléculas extracelulares, llamadas de manera genérica 
ligandos, con alta especificidad y gran afinidad. La unión de estos ligandos induce un 
cambio conformacional en el receptor que lo convierte de una forma inactiva a una 
forma activa, o estado activado. Una vez activado el receptor de manera directa o 
indirecta (p. ej., mediante factores de acoplamiento, la oligomerización de las diferentes 
subunidades del receptor, o mediante la asociación con otra proteína), podrá activar o 
inhibir una cascada de eventos moleculares que llevan a la respuesta biológica. Estos 
receptores, y las moléculas efectoras asociadas con ellos, constituyen la vía de 
transducción de señales. 

La clasificación de los diferentes receptores de la superficie celular se presenta en el 
cuadro 15-4. Esta clasificación se basa en los mecanismos moleculares de activación de las 
diferentes moléculas efectoras, enzimas o canales iónicos. Dentro de la clase I se 
encuentran receptores que son efectores por sí mismos y cuya unión al agonista activa de 
forma directa la función de efector. Dentro de la clase II, los receptores activados se 
acoplan a través de proteínas reguladoras que unen GDP, conocidas como proteínas G, 
las cuales se activan por los diferentes receptores. En la clase II, los receptores activados 
se asocian a moléculas efectoras citosólicas y las activan. 


Cuadro 15-4. Clasificación de los receptores de superficie 


A) El efector es un canal iónico 
1. Canal de sodio: [receptor de acetilcolina] 
2. Canal de cloro: [receptor de ácido y-aminobutírico (GABA)] 
B) El efector es una enzima 
1. Tirosina cinasa: [factor de crecimiento epidérmico (EGF); receptor de insulina] 
2. Cinasa serina/treonina: [factor de crecimiento tumoral P (TGF-P] 


A) El efector es un canal iónico 
1. Canal de potasio [receptor purinérgico P2RY12] 
2. Canal de calcio 
B) El efector es un enzima 
1. Adenilil cliclasa 
a) Estimuladora: [receptor de tirotrop ina (TSH)] 
b) Inhibidora: [receptor de dopamina] 
2. Fosfolipasa C específica de fosfoinosítidos 
a) Estimuladora: [receptor de tirotrop ina (TSH)] 
b) Inhibidora: [proteínas Spry] 


A) El efector es una enzima 
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1. Tirosina cinasa 


Dentro de los corchetes se mencionan ejemplos de cada uno de los diferentes tipos de receptores. 


Un sistema receptor acoplado a la enzima adenilil-ciclasa, por ejemplo, está constituido 
por el receptor, la enzima y la proteína moduladora G. La proteína G es trimérica y 
consta de tres subunidades, a, B y y, donde la subunidad a contiene el sitio de unión para 
el nucleótido de guanina (figura 15-15). La unión del agonista, que puede ser glucagón, 
adrenalina o las hormonas TSH o ACTH, permite a su respectivo receptor, que la 
proteína G se una al complejo hormona-receptor, donde a su vez la subunidad a de la 
proteína G acepta el GTP y desplaza el GDP. Después de esta unión, a través de varios 
pasos intermedios, la forma trimérica de la proteína G se restaura y el proceso se inicia 
de nuevo, siempre y cuando el estímulo aún se encuentre presente (figura 15-15). Resulta 
interesante el hecho de que se ha identificado una familia de diferentes subunidades a de 
la proteína G en la cual algunas de estas formas tienen actividad inhibidora. Los 
diferentes miembros de esta familia se denominan Gs (estimuladores), Gi (inhibidores) y 
Go (acoplados a canales iónicos y sensibles a la toxina pertussis). 
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Figura 15-15. Sistema receptor/adenilil ciclasa. A) Este sistema contiene el receptor, la enzima adenilil ciclasa y 
una proteína moduladora llamada proteína G (la letra G significa que une a nucleótidos de guanina). Esta proteína 
es trimérica al formarse a su vez de las subunidades a, B y y. B) Unión del agonista como lo podría ser una 
hormona que provoca la unión de la proteína G al receptor. Ya unida la proteína G, la subunidad a puede aceptar 
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al GTP en lugar del GDP. C) Al suceder la unión de GTP a la subunidad a, las subunidades a, P y y se disocian 
del receptor, a su vez la subunidad a con GTP se disocia del receptor. D) La subunidad a-GTP entonces se une a 
la enzima adenilil ciclasa, lo que la activa para poder convertir el ATP en AMP cíclico y pirofosfato. E) En vista de 
que la subunidad a de la proteína G tiene actividad enzimática, ésta hidroliza al GTP en GDP + fostato inorgánico. 
En estas condiciones, las subunidades de la proteína G se reasocian y el proceso de activación puede iniciarse 
nuevamente. 


La superfamilia de proteínas G abarca moléculas tan diversas como el factor de 
elongación bacteriana o EFTU y el producto de 21 kDa del protooncogén ras (p21ras). 
La existencia de esta superfamilia de proteínas G es un reflejo del gran número de 
sistemas reguladores que utilizan estas proteínas como parte de su mecanismo de acción. 
Las toxinas producidas por algunas bacterias interactúan con el sistema de transducción 
de la adenilil-ciclasa, mediante un mecanismo llamado ADP-ribosilación. La figura 15-16 
muestra la estructura de la polí(ADP-ribosa) unida a un grupo carboxilo terminal. 
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Figura 15-16. Estructura de la poli-ADP-ribosa. 


Vibrio cholerae, agente causal del cólera, produce una toxina que induce la ADP- 
ribosilación de la subunidad as, lo que impide que ésta se una a las subunidades de la 
proteína G, P-y, y esto a su vez permite que el sistema adenilil-ciclasa esté activado de 
manera constante. La toxina pertussis, producida por Bordetella pertussis (que causa la 
tos ferina), lleva a cabo su acción a través de la ADPribosilación de la subunidad oi, lo 
que también permite que la enzima esté activada de forma constante al ser desactivado 
su mecanismo de acción imhibidora. 
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Vía del AMP cíclico 


El AMP cíclico, o cAMP, fue el primer mensajero intracelular identificado, de manera 
que los cambios en su concentración constituyen un eslabón en la regulación de 
numerosas acciones en varios tipos celulares. La enzima adenilil-ciclasa, unida a la 
membrana plasmática, forma cAMP a partir del ATP, y la enzima fosfodiesterasa, de 
localización citosólica, lo degrada. Un aumento en la poza de cAMP facilita su unión a las 
dos subunidades reguladoras de la proteína cinasa A y su posterior disociación de las 
respectivas unidades catalíticas, que por este medio pasan de inactivas a activas. La 
proteína cinasa A activada puede fosforilar diferentes sustratos, incluyendo otras 
enzimas, por ejemplo fosforilasa cinasa, proteínas reguladores, factores de transcripción 
y canales iónicos, como los de calcio. Estas proteínas son desactivadas mediante 
desfosforilación catalizada por fosfatasas (en algunos casos, la desfosforilación puede 
activar proteínas). La disminución de las concentraciones de cAMP y la desfosforilación 
de las proteínas en el citoplasma son señales que detienen las vías activadas por la 
presencia de una poza elevada de cAMP. El mecanismo de activación de la proteína 
cinasa A, mediante el cAMP, depende de la capacidad de disociación de la subunidad 
catalítica de las subunidades reguladoras. Cuando la proteína cinasa A es eluida en una 
columna de intercambio iónico, la actividad puede recuperarse en dos fracciones. Cada 
una consiste en heterotetrámeros formados por dos subunidades reguladores y dos 
subunidades catalíticas. El cAMP se une a las subunidades reguladoras y libera los 
monómeros con actividad catalítica (figura 15-17). 
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Separación de complejos en 
una columna de intercambio iónico 
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Figura 15-17. Mecanismo por el cual el cAMP activa la proteína cinasa A (PKA, del inglés protein kinase A). La 
PKA es un heterotetrámero formado por dos subunidades reguladoras y dos catalíticas. Existen dos tipos de PKA 
dependiendo de la subunidad reguladora que la conforma (R] y RIT), las cuales pueden ser separadas en una 
columna de intercambio iónico (gráfica superior). En presencia de cAMP, este último se une a las subunidades 
reguladoras “R” de la PKA y promueve la liberación de las subunidades catalíticas “C”, las cuales se activan al 
quedar libres de la subunidades reguladoras. 
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Debido a que la transducción de señales es mediada por una cascada de eventos, estas 
vías exhiben dos propiedades fundamentales para su funcionamiento normal: 
amplificación y regulación. La amplificación permite a un número limitado de receptores 
generar una respuesta celular muy amplia, la cual ocurre debido a la intervención de 
enzimas, de canales iónicos o de ambos como efectores, y a una subsecuente activación 
de la cascada llevada a cabo por moléculas mediadoras intracelulares. La figura 15-18 
ilustra cómo la amplificación puede ocurrir en un sistema acoplado a proteínas G que usa 
un mensajero secundario intracelular. Cada complejo receptor ligado activa varias 
proteínas G, cada una de las cuales puede activar uno o varios efectores. Estos efectores 
activados generan un buen número de segundos mensajeros, como el cAMP producto de 
la adenilil-ciclasa, que a su vez activan proteínas cinasas. Cada proteína cinasa es capaz 
de fosforilar, y por lo tanto activar, otras enzimas, las cuales generan un buen número de 
productos moleculares cada uno de los cuales contribuye a su vez a amplificar la 
respuesta celular. Por ejemplo, en el corazón, un agonista [B-adrenérgico activado 
estimula más de 10 proteínas G estimuladoras. Estas proteínas G activadas estimulan la 
adenilil-ciclasa, lo cual permite que cada una de ellas genere muchas moléculas de cAMP 
que estimulan a su vez canales de calcio, lo que permite un influjo masivo y transitorio 
de iones calcio hacia el citoplasma. El cAMP estimula la proteína cinasa dependiente de 
cAMP, y el calcio estimula la proteína cinasa dependiente de calcio, la calmodulina, y 
numerosos sustratos, como enzimas y canales iónicos que serán fosforilados y, por lo 
tanto, a continuación activados. La señal continúa propagándose y se amplifica hasta que 
se obtiene la respuesta final de la contracción muscular. 
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Ligando + receptor «—> complejo ligando — receptor 
Amplificación —> l 
Proteína G —> Proteína G® (activada) 
Amplificación —> l 
Efector —> Efector © (activado) 
Amplificación —> } 
Precursor —> 2° mensajero 


, 


Proteína cinasa —» Proteína cinasaY (activada) 
Amplificación —> l 


Enzima—> Enzima® (activada) 


Amplificación >> |, 


Sustrato —»- Producto 


/ 


Respuesta celular 
Figura 15-18. Cascada de amplificación de la señal. 


Los llamados segundos mensajeros son moléculas pequeñas, como el Ca?* y algunos 
metabolitos, que son generados con rapidez y metabolizados. Su incremento de 
concentración en el citoplasma celular lleva a su vez a la activación en moléculas 
efectoras, como se vio antes. En el mejor de los casos, estos segundos mensajeros 
pueden activar las proteínas cinasas, ya sea en forma directa o indirecta. Es importante 
que los diferentes factores reguladores extracelulares, mediante su unión a los receptores, 
activen el mismo sistema de segundos mensajeros. Sin embargo, en distintas células la 
misma hormona, al activar el mismo sistema de transducción de señales, puede producir 
una respuesta distinta. Por ejemplo, la adrenalina activa los receptores P-adrenérgicos en 
el corazón, lo que a su vez incrementa la frecuencia cardiaca, mientras que la activación 
de estos mismos receptores por el mismo agonista en el tejido adiposo lleva a un 
incremento en la degradación de lípidos. La activación de proteína cinasas, que a su vez 
fosforilan residuos serina y tirosina en diversas proteínas, se considera uno de los 
mecanismos más importantes en la transducción de señales como transmisores de 
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información (figura 15-19). Este mecanismo se encuentra en los dominios citoplasmáticos 
de los receptores para factores de crecimiento, como el de insulina, el de crecimiento 
epidérmico (EGF) y el de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF). 


o- 
| 
-0= P=ZO 
| 
OH O 
| | 
CH, CH, 
l Proteína cinasa | 
— HN — CH — CO — —— — HN — CH — CO — 


Residuo serilfosfato 


Proteína cinasa 


Enzima Enzima fosforilada 


Figura 15-19. Activación de proteína cinasas y fosforilación de proteínas. 


Otra importante clase de proteína tirosina cinasas se relaciona con proteínas asociadas 
a membranas, que constituyen los productos de diferentes protooncogenes. Estos 
receptores tirosina cinasa han sido clasificados en tres grupos: clase I, representada por el 
receptor EGF; clase II, representada por el receptor para insulina, y clase II, por el 
receptor para PDGF (figura 15-20). 
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Figura 15-20. Clasificación de los receptores de tirosina cinasas: A) Receptor del factor de crecimiento 
epidémico (EGF). B) Receptor a la insulina. C) Receptor al factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF). 


Existen por lo menos tres vías por las cuales los oncogenes pueden provocar un 
continuo estimulo del crecimiento (figura 15-21): a) la proteína oncogénica actúa como un 
factor de crecimiento; b) el producto mismo del oncogén puede mimetizar al receptor del 
factor de crecimiento; y c) la proteína codificada por el oncogén activa de manera directa 
el metabolismo y desacopla la necesidad de un estímulo exógeno. El producto del 
oncogén PP60c-src viral, por ejemplo, no presenta la tirosina 527, y el sitio se encuentra 
mutado con una fenilalanina; esto aumenta su capacidad de transformación en relación 
con el PDGF. En el caso del producto PP60c-src, se sabe que la adición de ácido 
mirístico (C14:0), llamada miristocilación, es fundamental para la unión del producto a la 
membrana. El ácido mirístico está unido al extremo N-terminal constituido por una 
glicina del PP60c-src (figura 15-22). 
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Figura 15-21. Estímulo del crecimiento celular por oncogenes. 
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Ácido mirístico 


SH-3 


SH-2 


Tyr 416 Dominio de cinasa 
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coo: PP60 


Figura 15-22. Producto PP60c-src del oncogén SrC, como ejemplo de una proteína de la membrana unida a ésta 
a través de la adición del ácido mirístico (C14:0) en el extremo amino terminal de la proteína. Este tipo de 
proteínas son fosforiladas en las tirosinas indicadas. Tyr, tirosina. 


Vía metabólica de los fosfoinosítidos 


En la vía metabólica de los fosfoinosítidos, dos moléculas mensajeras secundarias se 
forman con rapidez en cantidades equimolares mediante la hidrólisis de un componente 
lipídico menor de la membrana. Esta vía puede ser iniciada por receptores que se acoplan 
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a proteínas G así como a receptores de factores de crecimiento. La activación de la 
fosfolipasa C, específica de fosfoimosítidos, causa la hidrólisis del fosfotidil-imositol-4,5- 


bisfosfato (PIP2) para generar inositol-1,4,5-trisftosfato (PIP3) y 1,2-diacilglicerol (DAG) 
(figura 15-23). 


Diacilglicerol 
l lI | II 
H=C-=0-=C=-R; H=C-0-=C=-R; 
0 o 
II II 
H=C0-0-C-R)> H=C-0-C- R 
| 
| Q H- C — OH 
H=C-0 -= P -= 0O- | 
| | H 
H O — 
HO OH + 
O 
O O II 
II II -0 = P= O- 
-0 -P-O O =P - 0O- | 
| | O 


O” Oo” 


HO OH 
Fosfatidil-inositol-4,5—bifosfato 
O O 


Il Il 
-0- P-0 O0- P-O- 
| l 
o” o” 


Inositol—1,4,5-trifostato 
Figura 15-23. Metabolismo de fosfoinosítidos: reacción catalizada por la fosfolipasa C. 
El incremento rápido en el contenido celular de cada uno de estos productos activa dos 
caminos paralelos de esta vía metabólica. Por un lado, el PIP3 es fosforilado mediante la 


acción de una proteína cinasa específica para inositol- 1,3,4,5-tetraquisfosfato, el cual 
puede activar canales de calcio de superficie, y después, al ser desfosforilado a inositol- 
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1,4-bisfosfato, quedar sin actividad biológica. Por otra parte, el DAG es fosforilado 
mediante una proteína cinasa específica para obtener ácido fosfatídico, el cual puede 
funcionar como una molécula mensajera secundaria que es intermediaria en la síntesis de 
muchos fosfolípidos, incluyendo el fosfatidil-mositol, el cual es fosforilado en dos pasos a 
PIP2, que es desacilado mediante la acción de una lipasa específica. Ésta libera ácido 
araquidónico, precursor de los eicosanoides (capítulo 14). 

La molécula PIP3 actúa uniéndose a su receptor en el retículo endoplásmico para 
liberar calcio secuestrado en éste y por lo tanto elevar la concentración del calcio libre 
citoplasmático. En condiciones basales, el calcio libre citoplasmático se mantiene en una 


concentración de alrededor de 100 nM (10” M), y en presencia de un gradiente de 


calcio libre extracelular alrededor de 10 000 veces mayor, es decir, de 1 mM (07? M). 
Este fenómeno se completa mediante los efectos combinados de la superficie de la 
membrana plasmática como una barrera semipermeable y una serie de mecanismos que 
extruyen calcio del citoplasma hacia el espacio extracelular. Estas moléculas son la bomba 
de calcio o calcio-ATPasa, y el antiportador o intercambiador sodio-calcio. El 
diacilglicerol que se forma permanece en la membrana celular, y mediante la acción 
coordinada con otros cofactores, como el calcio y la fosfatidilserina, activa la proteína 
cinasa C, que pertenece a la familia de las serina/treonina cinasas. La proteína cinasa C 
fosforila un buen número de proteínas en residuos serina o treonina; por ejemplo, en la 
membrana plasmática fosforila el intercambiador sodio-hidrógeno, que regula el pH 
citoplasmático y también permite la activación de otros procesos. La proteína cinasa C 
también puede fosforilar diferentes factores transcripcionales de importancia por su 
capacidad de regular la expresión génica de la célula. 
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Fenómenos de transporte a través de las membranas 


Difusión pasiva y difusión facilitada 


Tomando en cuenta que el contenido químico de las células es muy diferente del medio 
que las rodea, la membrana limitante de la célula, o membrana plasmática, tiene un papel 
primordial en la separación del medio interno celular del medio externo. Para poder 
constituir un sistema que permita formar un organismo vivo, estas membranas deben 
permitir el paso de sustancias nutritivas hacia el interior, así como de sustancias de 
desecho al exterior, lo que lleva a la conclusión de que las membranas biológicas poseen 
permeabilidad selectiva. 

Debido a que las sustancias transportadas por las membranas son tan diversas, no es 
sorprendente que existan varias maneras de transporte. Se han descrito por lo menos 
cuatro tipos diferentes de procesos de transporte. El más simple de ellos es la difusión 
pasiva, que opera, sin duda alguna, en el movimiento del agua, el oxígeno y la urea a 
través de la membrana. En el transporte pasivo, el gradiente de concentración de una 
sustancia, creado entre dos compartimientos separados por una membrana, define el 
movimiento de la sustancia. En este caso, la velocidad de difusión es proporcional al 
gradiente de concentración en el área de la membrana y al grado de permeabilidad de la 
sustancia a través de ella; este transporte ocurre en general con moléculas pequeñas, no 
muestra estereoespecificidad ni selectividad, es bidireccional y depende de forma directa 
de la temperatura (figura 15-24). 
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Figura 15-24. Difusión pasiva, difusión facilitada y transporte activo. 


Si las moléculas pasan a través de las membranas a una velocidad de forma directa 
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proporcional al gradiente de concentración de estas moléculas, en particular tomando en 
cuenta su concentración a uno y otro lado de la membrana, la explicación más simple que 
podemos imaginar para entender el fenómeno es la difusión simple, explicada por la 
primera ley de Fick: 


D 
p= E (Ca = Es) 


donde J es la velocidad de flujo de un soluto a través de la membrana, D la difusión del 
soluto y B su coeficiente de partición. Este último término expresa la relación entre la 
cantidad del soluto que se encuentra en solución y la concentración del soluto en 
contacto directo con la membrana. C1 y C2 definen la concentración del soluto en cada 
lado de la membrana y l es su grosor. En el caso de transporte de solutos sin carga, el 
transporte pasivo se lleva a cabo sólo por efecto de su gradiente de concentración; en el 
transporte de un soluto con carga, tanto el gradiente de concentración como el gradiente 
eléctrico (potencial de membrana) contribuyen y deben ser tomados en cuenta en el 
cálculo. 

La segunda forma de transporte se conoce como difusión facilitada o transporte 
mediado, y se expone más adelante. Existe un tipo de transporte especial, llamado 
pinocitosis, que depende de la formación de pequeñas vesículas en la membrana. El 
material que va a ser transportado queda atrapado en una pequeña invaginación de la 
membrana, la cual, mediante un proceso de fusión de membrana, se convierte en una 
vesícula intracelular. 


Equilibrio de Donnan 


Ahora bien, antes de iniciar cualquier discusión sobre la manera en que los iones son 
transportados a través de las membranas de las células vivas, es necesario considerar un 
principio importante que regula la distribución de iones que se difunden a través de 
cualquier membrana permeable a ellos. Si se coloca una sal, como el KCI, en uno de los 
compartimientos de un recipiente dividido en dos secciones mediante una membrana 
semipermeable, la sal con el tiempo se difundirá a través de la membrana hasta alcanzar 
el equilibrio, donde la concentración del KCI en los dos compartimientos se iguale. Sin 
embargo, se alcanza un equilibrio muy diferente cuando uno de los compartimientos 
contiene la sal potásica de un ion negativo no difusible. Lo importante de éste es su carga 
y no su tamaño. De hecho, si no cruza la membrana, como podría ser una proteína muy 
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grande con carga negativa o un anión pequeño pero no difusible. 

El tipo de distribución en equilibrio que se obtiene en estas condiciones obedece lo que 
se llama equilibrio de Donnan, en honor al investigador que por primera vez desarrolló 
una teoría para explicarlo. Como se muestra en la figura 15-25, el compartimiento con el 


ion negativo no difusible contendrá más K* y menos CT que el otro compartimiento 
cuando se establezca el equilibrio. Las concentraciones que se alcanzan en los dos 
compartimientos están relacionadas por la siguiente ecuación: 


[K*], [CI], = [K+ RIC] 


Membrana semipermeable que permite 
el libre paso de K* y Cl” 


En el equilibrio la concentración de K* y Cl” 
en ambas cámaras es la misma 
[K+]; = [K* 


[CI-]; = [Cda 


Igual condición, con la diferencia de que 
a la cámara 1 se le agrega un anión impermeable, 
en consecuencia: 


[K+] > [K*L 


[Ci] < [C] 


Figura 15-25. Equilibrio de Donnan. 
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Esta ecuación expresa el hecho de que, en el equilibrio, la velocidad de difusión del 
compartimiento 1 hacia el compartimiento 2 debe ser igual a la velocidad de difusión en 
el sentido opuesto. La ecuación se basa también en el supuesto de que los iones deben 
cruzar la membrana por pares a fin de conservar la neutralidad eléctrica. La probabilidad 


de que K* y CF se encuentren en el mismo punto de cualquier lado de la membrana será 
igual al producto de las actividades de los dos iones. Si se conocen las cantidades de KCI 


añadido y de ion negativo no difusible, puede calcularse la distribución real de K* y CF 
en el equilibrio considerando, además de la ecuación anterior, el hecho de que debe 
conservarse la electroneutralidad a ambos lados de la membrana. 

Una consecuencia de la distribución determinada por el equilibrio de Donnan es que la 
concentración total de soluto es siempre mayor en el compartimiento que contiene el ion 
no difusible y, en consecuencia, ese compartimiento tiene mayor presión osmótica. En 
realidad, esto significa que los dos compartimientos de la figura 15-25 estarán en equilibrio 
sólo si se aplica al compartimiento 1 una presión equivalente a la diferencia de presiones 
osmóticas entre los dos compartimientos. La presión osmótica de una solución se define 
por: 


m = [A] RT 


donde m es la presión osmótica, [A] la concentración molar total del soluto, R la 
constante de los gases, y T la temperatura absoluta en kelvins. 

Es importante observar que los iones que componen una sal difusible adoptan una 
distribución tipo Donnan en presencia de cualquier especie cargada no difusible. La carga 
de la especie a la que es impermeable la membrana puede ser positiva o negativa pero, 
según sea la carga, difiere el tipo de distribución. Debe entenderse también que, para que 
se establezca una distribución tipo Donnan entre los iones de dos compartimientos 
separados por una membrana, es esencial que la membrana sea permeable a la sal y que 
el movimiento de los ¡ones a través de ella alcance el equilibrio. Por lo tanto, no puede 
establecerse una verdadera distribución de Donnan cuando los iones cruzan la membrana 
en un sentido con más facilidad que en el otro. Esto se aplica en particular a las células 
vivas, las cuales tienden a transportar un ion determinado de manera preferente hacia 
dentro o hacia fuera de la célula. Tal movimiento direccional significa que la membrana 
es impermeable de forma parcial al ion transportado y, en consecuencia, el ion 
transportado tiende por sí mismo a producir una distribución de Donnan de las otras 
especies lónicas difusibles. Por ejemplo, los eritrocitos humanos, al igual que la mayoría 
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de las células animales, transportan iones Na” hacia fuera y iones de K* hacia dentro, de 


modo que las células tienen baja concentración de Na* y alta concentración K* respecto 
al plasma sanguíneo. Aunque estos iones pueden cruzar la membrana del eritrocito, su 
distribución desigual resulta del transporte más que de un efecto Donnan. En realidad, el 


mayor nivel interior de K” y el alto nivel exterior de Na*, junto con la presencia de 
moléculas cargadas que no pueden cruzar la membrana y que se encuentran tanto en los 
eritrocitos como en el plasma, son responsables de un efecto tipo Donnan sobre los iones 
CF y HCOy_, que son difusibles con más facilidad. Sin embargo, debe entenderse que las 
membranas biológicas son parcialmente permeables a la mayoría de los iones; son muy 
raros en la naturaleza los ejemplos de membranas con impermeabilidad completa, o que 
sean permeables de manera libre. 

Además de causar una diferencia de presión osmótica a los lados de la membrana, el 
efecto de Donnan también produce un gradiente de potencial eléctrico. 


Difusión y lípidos de la membrana 


Los factores que afectan la difusión de un compuesto a través de la membrana son su 
solubilidad en los lípidos y el tamaño de su molécula. Como regla general, cuanto más 
hidrofóbico o menos polar sea el compuesto, tanto mayor será la facilidad de difusión de 
esta molécula. La velocidad de transporte depende de la composición de los lípidos de la 
membrana y en particular de la longitud de sus cadenas, así como del grado de saturación 
de las cadenas laterales de los ácidos grasos presentes en los fosfolípidos. Los estudios 
que han utilizado membranas artificiales (lposomas) demuestran que el flujo de un 
compuesto en particular, a través de la membrana, es proporcional a la longitud de las 
cadenas acilo de los fosfolípidos, así como a su grado de saturación. De igual manera, el 
grado de difusión también es dependiente en su totalidad de la cantidad de colesterol 
añadida a estas membranas modelo. 

A valores de pH neutros, las membranas presentan en su cara externa una carga 
negativa debido a los grupos polares en la cabeza de los fosfolípidos y de las cadenas de 
oligosacáridos en la superficie. Por lo tanto, el pH puede modular la permeabilidad de las 
membranas mediante la atracción de cationes o la repulsión de aniones. Los iones, en 
general, no cruzan de manera automática las membranas mediante difusión simple, 
debido a su carga y al alto grado de hidratación, lo cual las hace hidrofílicas. La 
permeabilidad de las membranas es también dependiente de la temperatura. Cuando los 
lípidos de la membrana se enfrían, se llega a un punto en el que éstos ya no se 
encuentran en estado fluido y la permeabilidad de la membrana se restringe. La 
temperatura a la cual esto ocurre se conoce como temperatura de transición termotrófica, 
que ocurre cuando el empaque de los fosfolípidos de la membrana cambia de un tipo de 
cristal líquido al estado más rígido llamado cristalino. Para la mayoría de las membranas 
biológicas, este fenómeno ocurre entre los 20 y 25 *C. Sin embargo, esta temperatura de 
transición en realidad depende de la composición de los lípidos de la membrana que se 
está estudiando. La temperatura de transición es baja en las membranas que contienen 
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una alta proporción de ácidos grasos insaturados y de cadenas cortas en los fosfolípidos. 
Las bacterias incrementan la proporción de los ácidos grasos no insaturados en sus 
fosfolípidos, a medida que la temperatura baja, con la finalidad de evitar la transición de 
fase y de esta manera mantener en forma normal la permeabilidad a través de su 
membrana celular. El colesterol contenido en la membrana, como se expuso antes, 
también afecta la transición de fase (figura 15-10). 


Potencial electroquímico 


La distribución de los iones a través de las membranas biológicas es un proceso que 
puede dar por resultado una distribución asimétrica de las especies transportadas; esto 
produce una diferencia de concentración y carga denominada gradiente de potencial 
electroquímico, Au. La diferencia de potencial que se genera puede ser utilizada por los 
sistemas de transporte, localizados en membranas, para realizar trabajo, esto es, para 
mover iones a través de ellas. 

La fuerza que determina que un ion (T) sea transportado de un lado (fase 1) a otro 
(fase 2) de la membrana es la diferencia de potencial electroquímico Au, que se define 
como: 


Ay, = RT In ((11,/(11,) + zFAd 


donde ul, es la energía libre/mol de sustancia pura; [I], la concentración molar del ion I; 
b, el potencial eléctrico; F, la constante de Faraday; zI, la carga del ion I; R, la constante 
general de los gases; y T, la temperatura absoluta en kelvins. La difusión del ion, del 
interior al exterior de la membrana o viceversa, ocurre de manera espontánea si el 
cambio del potencial electroquímico resultante Aul es menor que cero. 

Como ejemplo podemos utilizar el transporte de Ca?” a través de la membrana 
plasmática en contra del gradiente electroquímico. Dado que la concentración de calcio 


(Ca?) en el exterior (1.8 mM) es mayor que en el interior (1 x 10% a 1 x 10° mM), el 
AuCa calculado a partir de las ecuaciones anteriores es: 


Ape, = RT In ([Ca?*),/[C?*],) + Za FAQ; 
para [Ca?*], = 1 X 10-74 mM 


Y se obtiene: 
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Atc,= RT In [1.8/1 X 107*] + 2F(-60 mV) = 3 Kcal/mol; 


y para [Ca?*], =1 X 10? mM. 


Auca = 1.6 Kcal/mol 


Al efectuar los cálculos recuerde que: 
F = 23.062 Kcal V* mol? y que R =1.87 cal mol? K” 


Como AuCa > 0, esta reacción no procede de manera espontánea. El sistema de 
transporte que lo permite es la Ca?*-ATPasa, que en su estructura permite el paso de 
Ca?* manera simultánea a la hidrólisis de ATP. 


La reacción global para el caso de la Ca?*-ATPasa acoplada al transporte se define por 
la suma de las dos reacciones: 


[Ca?*];, > [Ca?*]z09 Ap = 3 Kcal/mol 

ATP > ADP + Pi Ap = —7.4 Kcal/mol 
[Ca?*];,. + ATP > [Ca?*],,, + ADP + Pi 
Ap = —4.4 Kcal/mol 


ext 


Donde al ser AuCa < 0 con -4.4 kcal/mol, el transporte —aun considerando una 
concentración interna de [Ca?”] =1x 10“ mM- puede llevarse a cabo. 


Transporte mediado por transportadores 


En el caso del transporte mediado por transportadores, cuando se grafica el flujo en 
contra del gradiente de concentración, éste se incrementa de forma proporcional a la 
concentración de soluto; sin embargo, llega a un máximo cuando las moléculas de la 
proteína transportadora se encuentran saturadas por completo de soluto (figura 15-26). Las 
proteínas de la membrana reguladoras del transporte reciben distintos nombres: se llaman 
uniportadores cuando transportan un soluto de un lado de la membrana al otro; otras 
proteínas operan como sistemas de cotransporte, y se llaman simportadores si el paso de 
un soluto depende del paso simultáneo o secuencial de otro soluto en la misma dirección; 
si el paso se realiza en el sentido opuesto, se les dice antiportadores. Las proteínas canal 
son proteinas conformadoras de verdaderos canales acuosos por donde pasan solutos de 
tamaño y carga determinados de un lado a otro de la membrana. En contraposición, se 
tienen las proteínas transportadoras o acarreadoras, las cuales se unen de manera 
específica con solutos para cotransportarse a través de las membranas. El transporte por 
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difusión facilitada es similar a la difusión simple ya discutida, en cuanto a que el 
movimiento ocurre gracias al gradiente de concentración, pero la velocidad de transporte 
es mucho mayor que la esperada en la difusión simple. La razón de este fenómeno es 
que las moléculas transportadas se mueven a través de transportadores presentes en la 
membrana, y la constante de difusión para el complejo molecular es mayor que para la 
molécula que se va a transportar cuando ésta atraviesa por sí misma la membrana. La 
glucosa y muchos aminoácidos son moléculas muy hidrofílicas y, por lo tanto, no se 
espera que crucen con facilidad la membrana por difusión simple, por lo que tales 
compuestos requieren de transportadores para una difusión facilitada. Esta última difiere 
de la simple porque la primera muestra un alto grado de especificidad, debido a la 
configuración estereoquímica del transportador. 


Transporte mediado 


Transporte pasivo o no 
mediado (difusión simple) 
p ——  XAAAA<<]. 


Velocidad del transporte 


<> 


Concentración del soluto 
Figura 15-26. Transporte mediado y no mediado por transportador. 


Un ejemplo de este fenómeno es el transporte de monosacáridos en el intestino 
delgado, donde la D-glucosa y la D-galactosa son transportadas con rapidez, mientras que 
la D-manosa y la 2-desoxi-D-glucosa no lo son. Los requerimientos estructurales para el 
transporte de estos azúcares es un anillo piranosa, una configuración D y un grupo 
hidroxilo libre en la posición 2. Si los grupos hidroxilo en cualquier otra posición son 
bloqueados, el azúcar se transporta de cualquier manera. La difusión facilitada puede 
inhibirse por compuestos estructurales similares que compiten por los sitios de unión en 
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la proteína transportadora en la membrana y no requiere gasto de energía. Un ejemplo es 
la inhibición del transporte de la D-glucosa llevado a cabo por la D-manosa. 


Transporte activo 


El transporte activo utiliza un transportador y muestra muchas de las características de la 
difusión facilitada, incluyendo el alto grado de especificidad y saturación a altas 
concentraciones de la entidad química transportada. La diferencia consiste en que los 
compuestos se transportan en contra de un gradiente de concentración; por lo tanto, se 
requiere una fuente de energía metabólica, que suele ser provista por la hidrólisis del ATP 
(figura 15-27). 
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(va) Transportador Na*/Ca?* 
Ca2+ 


Figura 15-27. Transporte activo. 


El transporte activo que utiliza de manera directa la energía de hidrólisis del ATP se 
conoce como transporte activo primario; quizás el ejemplo mejor conocido de este 
proceso es el que mantiene un nivel bajo de sodio en el interior de las células, comparado 
con el líquido extracelular. Esta baja concentración de sodio citoplasmático se conserva 
mediante el bombeo de sodio hacia el exterior de la célula, en contra de un gradiente de 
concentración; a esta bomba se le conoce como bomba de sodio y potasio. 

Algunos compuestos también son transportados a la célula por un sistema llamado 
transporte activo secundario, el cual consiste en la utilización de la energía producida por 
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un gradiente de concentración, más que por la hidrólisis directa del ATP. Dos ejemplos 
de este fenómeno son: primero, la reabsorción de la glucosa en el riñón, la cual es dirigida 
por un gradiente de sodio mantenido entre el interior y el exterior de los túbulos renales 
gracias a la presencia de la bomba de sodio/potasio en estos túbulos; y segundo, lo que 


ocurre en la membrana de la célula cardiaca, donde el intercambiador de Na*/Ca?* 
mueve ambos iones según el funcionamiento de la bomba de Na*/K* (figura 15-27). 


Canales iónicos 


Los canales iónicos son proteínas que atraviesan la bicapa lipídica de una membrana. El 
centro de estas proteínas es un canal acuoso por el que pueden difundirse los iones. Su 


velocidad de transporte unitario es alta, de 0.6 a 12 x 10” jones por segundo. Su 
coeficiente de temperatura Q10 es bajo, de 1.2 a 1.4; este valor corresponde al de 
difusión simple en solución acuosa y equivale a una barrera energética de sólo 5 
kcal/mol. Ello sugiere que los canales no sufren grandes cambios conformacionales 
durante el transporte de iones. Tienen sitios de unión para el ion en su embocadura y su 
cinética es saturable. Además, poseen otras propiedades características de enzimas: son 
específicos para el paso de determinados iones y pueden inhibirse de manera competitiva 
(figura 15-28). 
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Difusión Transporte pasivo Canal selectivo Transporte activo 
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Figura 15-28. Los canales iónicos son proteínas que atraviesan la membrana. 


Con base en su mecanismo de activación, los canales pueden dividirse en dos tipos: a) 
canales dependientes de voltaje; b) canales operados por receptor. Los canales 
dependientes de voltaje, como su nombre lo indica, poseen un sensor de voltaje que les 
permite abrirse o cerrarse a determinado voltaje, característico para cada canal en 


particular. Entre los más estudiados están los de Na*- Ca?* y CF. Los canales operados 
por receptor son estructuras que permiten el paso de iones de un lado a otro de la 
membrana, después de que un ligando (agonista) se ha unido a su receptor de membrana 
específico. A nivel molecular, el receptor puede ser de dos tipos: a) forma parte de la 
estructura proteínica del canal; b) es una molécula distinta al canal. En el primer caso, la 
unión del agonista con el sitio de unión del receptor estabiliza el estado abierto del canal. 
En el segundo, la unión del agonista al receptor dispara una secuencia de reacciones que 
dan como resultado la formación o liberación de un segundo mensajero que activa el 
canal. El canal del primer tipo que más se ha estudiado es el que se activa por acetilcolina 
(Ach) en la unión neuromuscular del músculo esquelético (figura 15-29). 
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Desplazamiento de la despolarización 
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Neurona 
postsináptica 


Receptor de Sitio de unión Liberación 
acetilcolina cerrado de acetilcolina de acetilcolina 


Figura 15-29. Receptores de acetilcolina en la placa neuromuscular. Apertura y cierre de canales al sodio. 


Exportación e importación de macromoléculas 


Otra función de la membrana es permitir la exportación de macromoléculas, como las 
albúminas y las lipoproteínas formadas por la célula hepática, o las enzimas sintetizadas 
por las glándulas digestivas; en este último caso, después de sintetizarse en los ribosomas, 
atraviesan las membranas del retículo endoplásmico a nivel del aparato de Golgi y se 
concentran allí de manera compacta (gránulos de zimógeno); la membrana del gránulo se 
funde con la membrana celular y se abre al exterior. El transporte de macromoléculas a 
través de la membrana plasmática es un proceso complejo; no obstante, se han estudiado 
dos mecanismos por los cuales la célula puede ser capaz de transportar estas 
macromoléculas del exterior al interior celular y viceversa; estos fenómenos son 
conocidos como endocitosis y exocitosis (figura 15-30). 

En muchas células, gran variedad de macromoléculas se unen a receptores en la 
superficie celular, y entran en la célula como complejos macromolécula/receptor a través 
de regiones especializadas de la membrana plasmática, llamadas pozos cubiertos, los 
cuales al separarse de la membrana forman las vesículas cubiertas de clatrina; a este 
proceso se le llama endocitosis mediada por receptor. Entre los receptores que son 
secuestrados de forma selectiva en estas vesículas están, por ejemplo, el de LDL 
(receptor para lipoproteínas de baja densidad), el receptor para transferrina y el receptor 
para el factor de crecimiento epidérmico. Los principales componentes de las vesículas 
endocíticas de la membrana plasmática son la clatrma y un complejo de proteínas 
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adaptadoras (AP-2). Las clatrinas presentes en el citosol permiten el ensamblaje de las 
estructuras llamadas pozos cubiertos en la membrana plasmática, al interactuar con los 
adaptadores (figura 15-31). 


(Exocitosis) : (Endocitosis) 
Síntesis de ; Internalización 
receptores : de receptores 
: Receptor 
; 7 Ligando 


à A Pozos cubiertos 


Endosoma 


Lisosoma 


Lípidos Aminoácidos 


Retículo endoplasmático 
Receptor 


Figura 15-30. Procesos de exocitosis y endocitosis. Se ejemplifica el proceso utilizando la síntesis de un receptor 
y su internalización al ser ocupado por un ligando. 
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Figura 15-31. Formación de pozos cubiertos en el proceso de internalización de receptores. 
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Citoesqueleto de la membrana plasmática 


El citoesqueleto asociado a la membrana plasmática da forma a la célula y participa en la 
unión a otras células; estabiliza y delimita dominios especializados en la membrana, y 
regula la locomoción celular y la respuesta de la célula a estímulos externos. Se llama 
citoesqueleto a aquellas proteínas de membrana que son insolubles en detergentes, por 
ejemplo filamentos cortos de actina, proteínas de unión a actina, espectrina, ankirina y 
vinculina, entre otras (figura 15-32). Debido a la asociación con elementos del citoplasma y 
de la región extracelular, al esqueleto de membrana se le ha atribuido un papel importante 
en la regulación de la transducción de señales. Es por esto que numerosos estudios se 
han centrado en comprender las interacciones del citoesqueleto con la membrana 
plasmática. De especial interés es la forma en que media o inhibe la adición de receptores 
de la membrana, que participa en la regulación de la transducción de señales, al igual que 
en la formación de dominios especializados de la membrana como en el caso de los 
pozos cubiertos. 


VASP : Toniki F-actina 


Interior celular 


Vinculina 


B 


Tensina 


Membrana Exterior celular 


Sustrato 


Figura 15-32. Elementos del citoesqueleto. 


Uno de los primeros sistemas descritos es el del eritrocito, ya que su estabilidad y 
deformabilidad está definida por su red de espectrina, actina y proteínas asociadas (figura 
15-4). Se piensa que la espectrina se requiere para la estabilidad y la flexibilidad de 
muchos esqueletos de membrana. La ankirina, una proteína globular monomérica de 205 
kDa, que contiene tres dominios estructurales, conecta el dominio citoplasmático de la 
banda 3 del eritrocito con el carboxilo terminal de la B-espectrina. Otro sistema que ha 
sido muy estudiado es el de las plaquetas; su forma aplanada es mantenida por su 
esqueleto proteínico enlazado a la membrana. Aunque la espectrina y proteínas asociadas 
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también están presentes, la filamina (ABP-280) es la principal proteína que une su 
citoesqueleto con la membrana. A su vez, la distrofina está localizada en el lado 
citoplasmático de la membrana sarcolemal y en las uniones neuromusculares, donde 
parece que une la membrana plasmática al conjunto de filamentos de actina (figura 15-33). 


Membrana sarcolemal 


Distrofina 


F-actina 


Figura 15-33. Localización de la molécula distrofina en el citoesqueleto. N y C indican los extremos amino y 
carboxilo de la distrofia. 


Las interacciones célula-célula son mediadas por proteínas que pertenecen a la 
superfamilia de las cadherinas, mientras que la unión al sustrato es mediada por las 
integrinas. Las cadherinas median la adhesión célula-célula (uniones adherentes) en 


forma dependiente de Ca?”. Éstas son elucoproteínas que atraviesan una vez la 
membrana plasmática y presentan un dominio citoplasmático muy conservado que media 
la interacción por lo menos con tres proteínas citosólicas llamadas «a—cateninas, P- 
cateninas y y-cateninas. Los desmosomas son sitios intercelulares que también median la 
adhesión célula-célula a través de las proteínas transmembranales desmogleína I y 
desmocolima I y Il, incluidas en la superfamilia de las cadherinas. Sin embargo, su 
dominio citoplasmático es distinto, lo que con seguridad se debe a que los desmosomas 
no están asociados con los filamentos de actina, pero sí lo están con filamentos 
intermedios en la placa desmosómica (una estructura citoplasmática). 


Receptores asociados al citoesqueleto 


En diversos estudios se ha mostrado la asociación de receptores con proteínas del 
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citoesqueleto de membrana. Algunos ejemplos son: receptores PB-adrenérgicos, receptores 
IgE, receptor PDGF (del inglés platelet-derived growth factor), receptor FP (del inglés 
N-formpylpeptide) y receptor EGF (del inglés epidermal growth factor). En todos estos 
casos se sospecha un posible papel regulador de las interacciones receptor-citoesqueleto. 
Un sistema que ha sido muy estudiado es el del receptor EGF. Éste es una glucoproteína 
transmembranal de 170 kDa con un dominio intracelular tirosina cinasa, donde la unión 
del ligando EGF desencadena una serie de eventos celulares que incluyen la agrupación 
de los receptores en pozos cubiertos, lo cual acelera su endocitosis. 

La agregación es un mecanismo importante, por el que algunos receptores con un solo 
dominio transmembranal transmiten la señal a la célula. Este mecanismo da cuenta de 
cómo la información, iniciada por la unión del ligando al receptor, es transmitida a través 
del dominio transmembranal a la región citoplasmática, considerando que la estructura de 
este dominio hace improbable que la comunicación se realice a través de cambios 
conformacionales (mecanismos alostéricos). Un ejemplo de esto es el receptor PDGF, en 
donde su ligando corresponde a un dímero con dos sitios de unión que provoca que se 
doblen dos receptores adyacentes y se fosforilen el uno al otro (autofosforilación), 
transmitiendo así la señal. Otro caso es el de la hormona de crecimiento humana, la que a 
pesar de ser monomérica puede entrecruzar dos receptores idénticos, formando un 
receptor homodímero. 


o Preguntas de reforzamiento 


1 Los carbohidratos que forman parte de la membrana se localizan en: 


A) La cara interna de la membrana. 
b) La cara externa de la membrana. 
c) El interior de la bicapa de fosfolípidos. 


d) Ambas caras de la membrana. 


2 Las proteínas integrales de membrana se caracterizan por: 


A) Presentar dominios ricos en aminoácidos hidrofóbicos. 
b) Presentar dominios ricos en aminoácidos hidrofílicos. 
C) No presentar dominios hidrofóbicos. 


dl) No presentar dominios hidrofílicos. 


3 El transporte de moléculas hidrofóbicas a través de la membrana plasmática se realiza principalmente por medio de: 


a) Difusión facilitada. 
b) Transporte activo. 
€) Difusión simple. 
d) Pinocitosis. 

e) Fagocitosis. 
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4 El equilibrio de Donnan permite entender los fenómenos de transporte a través de la membrana de: 


a) Metabolitos impermeables. 
b) Metabolitos polares sin carga. 
C) Proteínas. 

d) Cationes y aniones. 

€) Metabolitos hidrofóbicos. 


5 La membrana interna mitocondrial se caracteriza por poseer: 


a) Un alto contenido de proteínas. 

b) Un bajo contenido de proteínas. 

€) Un alto contenido de carbohidratos. 
d) Un bajo contenido de carbohidratos. 
e) Un alto contenido de fosfolípidos. 


Respuestas: 1. b, 2. a, 3. c, 4. d, 5. a. 
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Introducción 


En este capítulo se revisan los aspectos más relevantes de la comunicación celular a 
través de mediadores. El estudio en esta área se remonta al siglo XIX, pero es a partir de 
los trabajos de Earl W. Sutherland, descubridor del AMP cíclico en el década de 1960, 
cuando se inicia su real desarrollo. Sutherland recibió el premio Nobel en 1971 y abrió 
conceptualmente un área interdisciplinaria en la que ahora se conjugan conocimientos de 
fisiología, bioquímica, farmacología y biología molecular, entre otras disciplinas 
biomédicas. Aquí se hace énfasis en los aspectos bioquímicos, pero es inevitable hacer 
referencia a conocimientos de otras disciplinas. 

Se denomina señalización a los procesos moleculares que participan en la acción de los 
mediadores de la comunicación celular, sean hormonas, autacoides u hormonas locales, 
neurotransmisores, factores de crecimiento, iones como el calcio o incluso fotones. 
También se le ha llamado transducción de señales, dado que muchos de los mediadores 
mencionados, considerados primeros mensajeros, ejercen su acción sobre estructuras 
(que funcionan como sensores o receptores) localizadas en la membrana plasmática; 
dicha interacción ocasiona cambios en la concentración de sustancias, iones O 
metabolitos, denominados segundos mensajeros o factores de acoplamiento, que 
participan en la propagación intracelular de la señal para generar el efecto final, sea éste 
un cambio en los flujos metabólicos, contracción, muerte celular programada, 
proliferación u otro proceso. Es decir, se trata de la transformación de una señal 
extracelular en señales intracelulares; de ahí el nombre “transducción”. La fosforilación 
de proteínas es un evento clave en la propagación intracelular de las señales; muchos de 
los segundos mensajeros ejercen gran parte de sus acciones modificando la actividad de 
cinasas de proteína (proteína cinasas o proteín-cinasas). La fosforilación de residuos con 
grupos hidroxilo, como tirosina, serina y treonina tiene un cometido clave en la 
localización celular de diversas proteínas y en el caso de muchas enzimas reguladoras de 
su actividad. Por su trabajo pionero sobre la fosforilación de proteínas, Edmond Fisher y 
Edwin G. Krebs recibieron el premio Nobel en1992. Una cinasa de proteína puede 
catalizar la fosforilación de múltiples enzimas e incluso de otras cinasas de proteínas. La 
acción de todas estas cinasas se propaga en forma de onda o cascada y modula de modo 
concertado muy diversas funciones celulares. Por ejemplo, la activación de los miocitos 
cardiacos por la adrenalina incrementa la frecuencia y la fuerza de la contracción 
cardiaca, y de manera simultánea ocurre un aumento en la degradación de glucógeno y 
un abatimiento de su síntesis en las mismas células, entre otras acciones; es decir, se 
presenta una amplificación coordinada de la señal. Otro ejemplo claro de dicha 
coordinación es la actividad de la insulina, que incrementa el transporte de glucosa, su 
oxidación y su transformación en glucógeno, disminuye la gluconeogénesis y la lipólisis, 
favorece la síntesis de proteínas y actúa como factor de crecimiento. La acción de estos 
mediadores, primeros mensajeros de la comunicación celular, se ejerce en muchas 
células, pero no en todas. La capacidad de responder a una determinada hormona 
depende de la presencia de dichos receptores en la célula. Es decir, ser blanco o diana de 
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una hormona o neurotransmisor depende, en primera instancia, de que se tengan los 
receptores adecuados. Las acciones finales dependen del repertorio de receptores, 
sistemas de transducción, proteínas cinasas y enzimas que expresen las células o tejidos, 
y ello es determinado por los programas de diferenciación celular (no es lo mismo una 
neurona que un hepatocito) y por una gran diversidad de factores como la edad del 
organismo, su sexo y el estado de salud o enfermedad, entre otros. Así, la insulina, por 
ejemplo, abate la gluconeogénesis y la glucogenólisis hepáticas y disminuye la lipólisis en 
tejido adiposo; pero no hace lo mismo en un organismo sano y en desarrollo que en uno 
enfermo en la etapa final de su ciclo biológico, o en uno con obesidad o sobrepeso. 


541. 
booksmedicos.org 


Receptores 


La idea de que las hormonas y los neurotransmisores necesitan unirse a un receptor 
celular se originó a finales del siglo XIX con los trabajos con colorantes de Paul Ehrlich 
(premio Nobel en 1908) y en forma más precisa con los de John N. Langley, quien 
utilizó diversos venenos. La observación fundamental fue que existe competencia entre 
diferentes agentes, lo que llevó a la idea de “sustancia receptiva” o receptor. La existencia 
de sustancias naturales o sintéticas que reproducen o bloquean la acción de hormonas y 
neurotransmisores (denominados agonistas o antagonistas, respectivamente) fue dando 
solidez al concepto de receptor y ha sido fundamental en el desarrollo de fármacos. Con 
estos elementos se desarrolló una teoría farmacológica bien estructurada, pero la 
naturaleza química de los receptores permaneció sin definirse hasta los últimos 25 años 
del siglo pasado. En los años 1970, utilizando agonistas o antagonistas marcados de 
forma radioactiva (o ambos), se logró determinar la abundancia y afinidad de diversos 
receptores en tejidos, células y preparaciones subcelulares. No es sorprendente que las 
cinéticas de asociación de dichos radioligandos a los receptores sean similares a las 
observadas con las enzimas, al igual que los procedimientos de análisis. Poco tiempo 
después se logró el marcaje de los receptores con sustancias radioactivas que se unen a 
ellos de modo covalente y la purificación de algunos, dejando claro que los receptores 
son proteínas y que por lo tanto la información para su síntesis se encuentra codificada 
en el DNA (ADN). Con el avance en la biología molecular, muchos receptores se han 
clonado y ahora, con la disponibilidad de los genomas completos de algunos organismos, 
es posible estimar el número y el tipo de receptores que existen. Además, con 
herramientas de biología molecular, inmunología y bioquímica, puede determinarse su 
expresión en diversos tejidos tanto a nivel del RNA (ARN) mensajero como de la 
proteína misma. Es más, en los primeros diez años de este siglo, se han logrado avances 
significativos al cristalizar algunos receptores, lo que permite empezar a conocer con 
certeza cómo son sus estructuras a nivel atómico y cómo ejercen sus acciones. En 
muchos casos existen diversos receptores para una misma hormona o un mismo 
neurotransmisor. En el caso de los receptores monoméricos —es decir, los que tienen una 
sola cadena polipéptiídica—, las variantes de receptores para la misma hormona pueden 
ser productos de diferentes genes, o del procesamiento alternativo de la información de 
un solo gen. Cuando los receptores son heterooligoméricos, es decir, están formados por 
subunidades diferentes, éstas pueden también proceder de varios genes o ser resultado 
del procesamiento alternativo de uno solo. Esto crea una enorme posibilidad de variantes. 
Por ejemplo, si un receptor está formado por cinco subunidades y de cada una de ellas 
existen tres o más variantes, el número de posibles combinaciones es enorme. En el caso 
de los receptores monoméricos se tiene una idea clara del número de receptores que 
existen para una sola hormona o neurotransmisor; por ejemplo, se sabe que hay nueve 
receptores para la adrenalina (y la noradrenalina), y se empieza a conocer con precisión 
en qué tejidos se expresan y con qué abundancia. Esto tiene importantes implicaciones 
fisiológicas, farmacológicas y terapéuticas. Sin embargo, para los receptores 
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oligoméricos, la caracterización y distribución tisular está en una fase incipiente. Una 
pregunta habitual es: ¿para qué existen variantes en los receptores de una sola hormona o 
neurotransmisor? Durante el proceso evolutivo en que se está inmersos, ha sido 
frecuente la duplicación de genes y su posterior diferenciación por mutaciones. Estos 
genes se conservan cuando dan ventajas a los organismos para adaptarse al medio; de no 
ser así, casi siempre son eliminados. De hecho, muchas de las variantes de receptores 
presentan diferencias en sus mecanismos de acción o regulación, y se supone que se han 
conservado por las ventajas adaptativas que representan para los organismos. Los 
avances mencionados han permitido agrupar los receptores en grandes grupos, con base 
en su estructura y su mecanismo de acción. Hay diversas clasificaciones que intentan 
integrar el conocimiento disponible, aunque ninguna es del todo satisfactoria. Como se 
aprecia en la figura 16-1, en la clasificación que se usará hay dos grandes grupos de 
receptores, los que se localizan y ejercen su principal función en la membrana 
plasmática y los intranucleares, que se encuentran libres en el núcleo, donde modulan la 
transcripción de genes. Los receptores localizados en la membrana plasmática pueden 
dividirse a su vez en tres grandes grupos: los receptores canal, los receptores enzima 
(que pueden tener actividad enzimática intrínseca o bien asociarse con enzimas 
itinerantes) y los receptores con siete dominios transmembrana acoplados a proteínas 
G. En estos últimos, las proteínas G son el puente molecular que comunica los receptores 
con canales iónicos y enzimas (figura 16-1). Para diversas hormonas y neurotransmisores 
se han descrito receptores pertenecientes a varias de estas familias. Baste mencionar que 
para algunos neurotransmisores, como el GABA (ácido gama-aminobutírico) o el 
glutamato, hay tanto receptores canal como acoplados a proteínas G. En la figura 16-1 
también se aprecian otros aspectos. El primero es que la acción fundamental de los 
receptores intranucleares es incrementar o disminuir la transcripción de genes y la 
expresión de proteínas específicas. La activación de receptores de membrana también lo 
puede hacer, aunque no de forma directa, sino a través de cascadas de señalización; es 
decir, por procesos que ocurren “río abajo” en la cascada transduccional, como se verá 
más adelante. También puede observarse que los canales iónicos son proteínas que al 
abrirse permiten el paso de iones a través de membranas biológicas, impulsados por los 
gradientes de concentración existentes. Los hay de diversos tipos, y dos de ellos se 
ilustran en la figura 16-1; uno es el que bajo la acción directa de la hormona o 
neurotransmisor incrementa su apertura —es decir, ese trata de un receptor canal- y el 
otro es un canal modulado de forma intracelular por las proteínas G. Existen otros tipos, 
algunos modulados de modo intracelular por metabolitos como el ATP, otros por 
segundos mensajeros e incluso algunos más que en su estructura tienen sensores de 
voltaje (dominios ricos en aminoácidos con carga) y que cambian su estado de apertura 
en respuesta al potencial de membrana. También se ilustran en la figura 16-1 los receptores 
enzima y las enzimas activadas por las proteínas G; éstas catalizan la generación de 
segundos mensajeros o modificaciones (en especial fosforilaciones) en sí mismas y en 
otras proteínas para lograr la propagación intracelular de la señal. En las próximas 
secciones se abordarán los aspectos generales de cada uno de los grandes grupos de 
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receptores, sus estructuras básicas y mecanismos de acción, lo cual constituye un campo 
de enorme importancia biomédica. 
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Figura 16-1. Receptores de membrana e intranucleares. H, hormona; ENZ, enzima; “X”, segundo mensajero o 
proteína modificada: G, proteína G. 


Los conocimientos actuales señalan que los receptores transitan entre diversos estados 
de activación. Para simplificar, puede considerarse que un receptor tiene sólo dos 
estados, uno inactivo (R) y otro activo (R*), que se intercambian en forma dinámica 
entre sí: R > R*. En el estado basal —es decir, en ausencia de interacción con sustancias 
que se les unan—, una pequeña proporción de los receptores están en forma activa y el 
resto en forma inactiva. Los agonistas son aquellas sustancias que al asociarse con el 
receptor desplazan el equilibrio hacia la forma activa. Hay algunos que favorecen en 
grado notable esta conformación y se denominan en términos operacionales agonistas 
totales, pues conducen al máximo efecto; hay otros que, a pesar de que se unen a todos 
los receptores, no son capaces de llevarlos a su conformación óptima y producen un 
efecto menor, se denominan agonistas parciales. Los antagonistas clásicos son 
sustancias que se unen al receptor, bloqueando la acción de los agonistas, pero no 
modifican su estado basal de actividad. Hay también ligandos que son capaces de reducir 
la actividad basal del receptor, y se denominan agonistas inversos; e incluso hay 
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metabolitos endógenos capaces de realizar este tipo de acción, apagando la actividad del 
receptor. Por último, algunos compuestos se han denominado agonistas sesgados 
(biased agonists, en inglés); son ligandos que sólo realizan algunas de las acciones de los 
agonistas. Esto sugiere que existen varios estados de activación del receptor (R*, R** y 
R***, entre otros), como resultado quizá de distintas conformaciones espaciales, y que 
los agonistas sesgados tienden a estabilizar de preferencia una de ellas. Los agonistas 
sesgados e inversos ofrecen posibilidades interesantes para la farmacología del siglo XXI. 


Receptores intranucleares 


Como su nombre lo indica, los receptores intranucleares se encuentran solubles en el 
núcleo, pero también pueden localizarse en forma inicial en el citoplasma, de donde son 
importados al núcleo. Las hormonas que actúan utilizando este tipo de receptores por lo 
general son de naturaleza hidrofóbica y atraviesan por difusión la membrana, por lo que a 
menudo se transportan en el suero unidas a proteínas que les sirven de acarreadores 
(figura 16-2). Entre estas hormonas pueden citarse los derivados del colesterol, como los 
elucocorticoides (cortisol, cortisona), mineralocorticoides (aldosterona, corticosterona), 
hormonas sexuales masculinas (testosterona), femeninas (estrógenos y progestágenos) y 
la vitamina Dx (forma activa de la provitamina). También utilizan este tipo de receptores 
las hormonas tiroideas (T3 y T4) y el ácido retinoico, entre otros. Como se presenta en 
el recuadro de la figura 16-2, los receptores nucleares están formados por una sola cadena 
polipeptídica y presentan varios dominios. Dos de ellos revisten particular importancia. El 
marcado con la letra “A” señala una zona de asociación con el DNA; nótese la presencia 
de dos prolongaciones que representan dominios denominados “dedos de zinc”, cuya 
estructura y función se explicarán más adelante. El marcado con la letra “B” es la región 
de unión con la hormona. Las otras zonas del receptor tienen propiedades reguladoras, 
principalmente la que se encuentra en la zona cercana al extremo amino terminal del 
receptor antes de la región de asociación con el DNA. Para que el receptor tenga una 
conformación que le permita unirse a la hormona con alta afinidad, debe asociarse a otras 
proteínas y sufrir una serie de plegamientos. Estas proteínas realizan funciones de 
chaperonas y entre ellas se incluyen diversas proteínas de estrés, como Hsp90 y Hsp70 e 
inmunofilinas. Si bien estos receptores propiamente son monoméricos, se dimerizan para 
realizar su función. Los dedos de zinc son dominios polipeptídicos en cuya secuencia se 
encuentran, relativamente cercanas, varias cisteínas (con frecuencia cuatro) que al 
plegarse le permiten formar uniones coordinadas con átomos de zinc. Una vez activado, 
el receptor se une a través de sus dedos de zinc a regiones específicas del DNA, 
denominadas elementos de respuesta a hormonas (HRE, del inglés hormone responsive 
element). En algunos casos, la unión del receptor activado a los HRE del DNA permite la 
unión de la maquinaria transcripcional, conduciendo así a un incremento en la síntesis de 
RNA mensajero y su traducción a proteínas. En otros casos, la unión del receptor al 
DNA se constituye en un freno para la maquinaria transcripcional. Ambos efectos pueden 
ser el resultado de la acción de una misma hormona. Por ejemplo, los glucocorticoides 
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incrementan la expresión de las enzimas clave de la gluconeogénesis en el hígado y al 
mismo tiempo reducen la expresión de proteínas proinflamatorias en diversos tejidos. Por 
lo tanto, estos receptores intranucleares pueden considerarse elementos transcripcionales 
o factores accesorios de la transcripción. Los HRE están formados por secuencias espe- 
cíficas de unión al DNA que tienen en muchos casos lo que se denominan repeticiones 
invertidas (inverted repeats, en inglés) o variantes; por ejemplo, el HRE para 
elucocorticoides es 5 'AGAACAnmTGTTCT 3” y su secuencia complementaria en el 
DNA 3* TCTTGTnmACAAGA 5”. Como puede apreciarse se trata de secuencias casi 
idénticas (léanse ambas en el sentido 5” — 3” y hágase caso omiso de las letras “n”), y 
cada una consta de dos segmentos complementarios separados por tres nucleótidos 
variables (nnn). En términos generales, la acción celular a través de estos receptores no 
es rápida, dado que requiere la modulación de los procesos de transcripción y traducción 
del material genético y la consecuente acumulación de algunas proteínas o bien la 
degradación de otras previamente sintetizadas. Este proceso es llamado “canónico” o 
clásico para explicar las acciones de estos agentes. Sin embargo, algunos de ellos 
producen efectos rápidos, independientes de la transcripción de genes. Por ello se han 
buscado mecanismos de acción adicionales y hay avances importantes en dos aspectos: 
por un lado, algunos de estos receptores al ser activados interaccionan y modulan la 
actividad de proteínas clave en la señalización como la fosfoinosítido 3-cinasa (PIBK, por 
su nombre en inglés), desencadenando algunas acciones rápidas. Por otro lado, para 
algunas de estas hormonas, por ejemplo los estrógenos, se han encontrado receptores 
novedosos de la familia de los acoplados a proteínas G, lo cual podría explicar también 
algunas de sus acciones rápidas. 
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Receptores intranucleares. Recuadro superior, estructura general de estos receptores (A, dominio 
de unión al DNA; B, dominio de unión a la hormona). H, hormona; HRE, hormone responsive element, elemento 
de respuesta a hormonas. 


Como se mencionó, los canales iónicos son proteínas de enorme interés por su 
importancia en la fisiología celular. Los receptores canal también se han llamado canales 
activados por ligandos extracelulares, para distinguirlos de otros presentes en las células. 
Algunos grupos de investigadores los han denominado receptores “¡onotrópicos”. En el 
recuadro de la se observa que estos receptores forman una “dona” que 
atraviesa la membrana plasmática; en su centro se encuentra el espacio o poro por el que 
penetran los iones cuando los canales están en su conformación abierta. Al igual que 
otros receptores, estos canales se mantienen en un equilibrio dinámico entre, por lo 
menos, dos estados, el cerrado o inactivo y el abierto o activo. Las hormonas y 
neurotransmisores que los activan desplazan el equilibrio hacia el o los estados activos, 
permitiendo el paso de ¡ones a través de la membrana, según los gradientes que existan. 
Dichos canales son selectivos (como en el caso de las enzimas, la selectividad puede ser 
absoluta o relativa), permitiendo el paso de un ion en particular. Dicha selectividad 
depende de la estructura molecular del poro, es decir, de la presencia de cargas positivas 
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o negativas (que dejarán pasar aniones o cationes, respectivamente) y del espacio 
molecular adecuado que permita el paso del ion hidratado. En resumen, la carga y el 
radio hidratado definen las posibilidades de paso de los diferentes iones por los canales. 
Por ejemplo, la activación del receptor para acetil-colina (de tipo nicotínico) permite la 


apertura del canal ocasionando la entrada de Na* del espacio extracelular al citoplasma (y 
en menor grado de otros cationes); esto despolariza las células y conduce a una serie de 
procesos que incluyen a la activación de canales sensibles a voltaje, la entrada de calcio y 
la activación de proteínas cinasas, entre otros, que en conjunto llevan a las acciones 
celulares como son la progresión del impulso nervioso en las sinapsis o la contracción del 
músculo esquelético. Por otro lado, la estimulación del receptor para GABA (tipo A) 
conduce a la apertura de un canal que permite el paso de Cl; ello hiperpolariza a las 
neuronas, por lo que se considera al GABA un neurotransmisor inhibitorio de la actividad 
eléctrica neuronal. La figura 16-3 muestra que los receptores canal están formados por 
subunidades (con frecuencia cinco, pero hay tetrámeros y trímeros), lo que abre la 
posibilidad de una enorme cantidad de isoformas. Los sitios de unión del neurotransmisor 
se localizan en estas subunidades, y a menudo existen dos por receptor. Esto causa 
cinéticas de activación complejas de los canales, con fenómenos de cooperatividad. 
Además, es frecuente la presencia de sitios alostéricos en los que se unen moduladores 
de la actividad del receptor, por ejemplo las benzodiazepinas (fármacos ansiolíticos, 
hipnóticos y relajantes musculares) que se unen al receptor de GABA (tipo A) para 
modular su función. También existen sustancias endógenas que modulan los receptores 
canal. La estructura general de las subunidades está indicada en la parte superior derecha 
de la figura 16-3. Se trata de una cadena polipeptídica con cuatro zonas con predominio de 
aminoácidos hidrofóbicos de ubicación transmembrana (M1, M2, M3 y M4) (parte 
inferior derecha de la figura 16-3). Esta estructura hace que las subunidades presenten sus 
extremos amino y carboxilo en la parte extracelular y que las zonas transmembrana estén 
unidas por un asa extracelular y dos intracelulares (figura 16-3). Se ha observado que el 
denominado poro de selectividad iónica está constituido por la interacción entre las cinco 
subunidades, principalmente a través del dominio transmembrana M2. Hay evidencia de 
que cuando los neurotransmisores se unen a estos receptores se induce un cambio 
conformacional que provoca la rotación de los dominios transmembrana, colocando los 
segmentos M2 en la posición adecuada para formar, de manera dinámica, el poro de 
selectividad. Como muchas otras proteínas, estos receptores están sujetos a regulación a 
través de procesos como la fosforilación. Describir los distintos receptores de este tipo 
rebasa los objetivos del capítulo, pero es conveniente mencionar algunos ejemplos. Ya se 
mencionaron los receptores para acetilcolina (colinérgicos nicotínicos) y los de GABA 
(tipo A), pero también hay receptores canal para glicina, serotonina, glutamato y ATP, 
entre otros neurotransmisores. Los receptores canal para glutamato son tetrámeros, y 
cada subunidad tiene tres zonas transmembrana clásicas y una zona de membrana 
reentrante (no es transmembrana, pues no atraviesa la bicapa). Los receptores canal 
purinérgicos (su activador es el ATP extracelular, secretado en particular en la 
neurotransmisión) son trímeros cuyas subunidades tienen dos zonas transmembrana. 
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Figura 16-3. Estructura general de un receptor canal. En la parte superior derecha se esquematiza la estructura 
de las subunidades con sus cuatro segmentos (M1, M2, M3 y M4) transmembranales. Se representan la 
estructura de una subunidad y el complejo total del receptor. 


Receptores enzima 


Éste es un grupo de enorme heterogeneidad y por el cual las clasificaciones de receptores 
resultan aún insatisfactorias. Hay por lo menos un receptor que no es de membrana, sino 
que se encuentra soluble (la guanilil-ciclasa sensible a óxido nítrico, NO, que se verá más 
adelante). Por otro lado, incluye un grupo importante de receptores que no tienen 
actividad enzimática, pero que para ejercer sus acciones se asocian con enzimas que se 
encuentran libres en el citoplasma. Además, las actividades enzimáticas que presentan, o 
con las que se asocian, son muy variables. Entre las enzimas a las que se asocian se 
incluyen proteína cinasas de tirosina, proteína cinasas de serina/treonina, fosfatasas y 
proteasas. Por ello, la heterogeneidad se manifiesta en sus estructuras proteínicas, y los 
genes que los codifican no pertenecen a los mismos troncos evolutivos. A continuación se 
describen algunos de los grupos mejor estudiados. 

Receptores con actividad de tirosina cinasa. Este grupo de receptores tienen 
actividad intrínseca de tirosina cinasa de proteína. Pueden estar constituidos por una 
cadena polipeptídica con una porción extracelular amplia con la que interacciona la 
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hormona o factor de crecimiento, una zona transmembrana, formada por 25 a 30 
aminoácidos, de manea predominante hidrofóbicos) y un segmento intracelular amplio 
con la actividad enzimática. Entre ellos están los receptores para el factor de crecimiento 
epidérmico (EGF, epidermal growth factor), del factor de crecimiento neural (NGF, 
nerve growth factor), del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGE, platelet- 
derived growth factor), del factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF, vascular 
endotelial growth factor), y del factor de crecimientos de hepatocitos (HGF, hepatocyte 
growth factor), entre otros (figura 16-4). En general, bajo la acción de la hormona o factor 
de crecimiento, estos receptores se asocian formando dímeros para ejercer su acción. 
Hay algunos receptores de este grupo que están formados por varias subunidades; tienen 
dos subunidades similares a las descritas antes, con un cruce transmembrana, un 
segmento intracelular con la actividad de tirosina cinasa y otro segmento extracelular, y 
además otras dos subunidades extracelulares más pequeñas cuya función es la unión de 
la hormona o factor de crecimiento (figura 16-5). Entre estos últimos están el receptor para 
la insulina y el del factor de crecimiento similar a la insulina (IGF-I, insulin-like growth 
factor I, que se produce bajo la acción de la hormona de crecimiento y media la mayoría 
de sus acciones). El efecto principal de estos receptores es modificar de manera 
covalente ciertas proteínas por fosforilación de residuos tirosina; estas fosforilaciones 
pueden ocurrir en el mismo receptor (figuras 16-4 y 16-5) por transfosforilación y 
autofosforilación; es decir, los receptores cinasa se fosforilan a sí mismos o bien 
fosforilan a otros cercanos. En otros casos, como ocurre con el receptor de insulina y 
con el de IGF-I, además de autofosforilarse, los receptores fosforilan tirosinas presentes 
en una familia de proteínas que se han denominado sustratos del receptor de insulina 
(IRS, insulin receptor substrate). A su vez, las tirosinas fosforiladas, tanto en los 
receptores como en los IRS, se convierten en sitios de unión para diversas proteínas, que 
poseen en su estructura sitios de reconocimiento para fosfotirosinas (algunos de estos 
sitios son los llamados dominios SH2). Algunas de ellas tienen actividad enzimática y a 
menudo sufren un proceso de activación al asociarse al receptor o sustrato fosforilado. 
También se unen otras proteínas cuya función principal es de acopladoras, dado que por 
un lado tienen sitios de reconocimiento para fosfotirosinas y, por otro, sitios de unión 
para otras proteínas. Todo ello lleva a la formación de grandes complejos de 
señalización que permiten que la acción se propague de forma intracelular para producir 
los efectos celulares. Los complejos que se forman son diversos y varían para cada 
receptor, pues los sitios de reconocimiento son diferentes y selectivos. Sin embargo, hay 
algunos que se presentan en varios de estos receptores. Uno de ellos es el que conduce a 
la activación de la fosfoinositido 3-cinasa (PI3K, figura 16-4). Esta enzima está formada 
por dos subunidades, una reguladora (R) y otra con la actividad catalítica (C). La 
subunidad reguladora reconoce fosfotirosinas específicas de receptores o de IRS y se une 
a ellas, lo que ocasiona cambios conformacionales y la activación de la subunidad 
catalítica. El cometido clave de la PIBK radica en que fosforila fosfoinosítidos de la 
membrana en la posición 3” del anillo de inositol y que dichos fosfoinosítidos son 
reconocidos por diversas proteínas a través de dominios que se han denominado PH 
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(pleckstin homology domains, en inglés) y que son secuencias de 100 a 120 
aminoácidos. Dos proteína cinasas de residuos serina/treonina que se activan cuando se 
unen por sus dominios PH a dichos fosfoinosítidos 3” fosforilados son la cinasa 
dependiente de fosfoinosítidos (PDK, phosphoinositide-dependent kinase) y la proteína 
cinasa B (Akt/ PKB, protein kinase B). Estas cinasas son coordinadoras maestras que 
modulan la función de varias proteínas, entre ellas diversas proteína cinasas, las cuales, al 
fosforilarse por estas coordinadoras maestras, cambian su actividad, su localización 
celular o ambas. Estas cascadas conducen a las acciones celulares de los factores de 
crecimiento, como son la regulación de la transcripción de genes, la proliferación, la 
supervivencia y cambios en flujos metabólicos (figura 16-4). Otra enzima que se activa de 
forma similar es la isoforma y de la fosfolipasa C, que degrada al fosfatidilinositol-4,5- 
bisfosfato en inositol-1,4,5-trisfosfato (IP3) y diacilglicerol Ambos son segundos 
mensajeros que participan en diversos procesos y cuyas acciones se verán más adelante. 
Debe señalarse que las proteínas son fosforiladas por proteína cinasas y desfosforiladas, 
en forma muy activa, por diversas fosfatasas de proteína. La fosforilación y 
desfosforilación de proteínas tienen un cometido clave como reguladoras de varios 
procesos celulares, y su balance es modulado de manera delicada. De la misma forma, 
los niveles de fosfoinosítidos fosforilados en la posición 3” son regulados de manera fina 
en la membrana por la acción de la PIBK y de una fosfatasa, denominada PTEN (figura 
16-4). La expresión de proteínas es otro de los procesos que regulan estos factores de 
crecimiento, a través de sus receptores con actividad de tirosina cinasa. En la figura 16-5 
se ilustra, con la acción de la insulina, cómo se lleva a cabo la comunicación entre una 
señal que se genera en la membrana plasmática y el núcleo; algo similar ocurre con 
otros factores de crecimiento. La acción intracelular de estos receptores es iniciada por su 
actividad de tirosina cinasa y la consecuente fosforilación de los receptores o de los IRS 
(o de ambos), creando sitios a los que se asocian proteínas que activan una GTPasa 
(Ras). Este proceso inicial desencadena una cascada de fosforilaciones de las MAP 
cinasas (mitogen activated protein kinases, proteína cinasas activadas por mitógenos) 
que por último activan factores de transcripción, lo que a su vez ocasiona cambios en la 
expresión de genes específicos. Este proceso se ilustra con un poco más de detalle al 
considerar la acción de la insulina (figura 16-5). Un evento clave es la fosforilación del 
IRS, que permite que se asocie una proteína llamada Grb, la cual, a su vez, se une a otra 
denominada Sos. Esta última es una proteína de las llamadas GEF (guanine nucleotide 
exchange factors), pues favorece el recambio de GDP por GTP, lo que activa Ras, una 
GTPasa que transita entre el estado activo (unida a GTP) y el inactivo (unida a GDP, 
resultante de su actividad de GTPasa). Ras en su forma activa estimula la cascada de las 
MAP cinasas. Al final, en esta cascada se fosforilan una serie de proteínas que funcionan 
como moduladores de la transcripción (como Elk; figura 16-5). Dicha fosforilación es 
realizada por una cinasa llamada MAPK (MAP cinasa), que requiere a su vez ser 
fosforilada en el citoplasma y luego transportada al núcleo para ejercer su efecto. La 
fosforilación de la MAPK es catalizada por una familia de cinasas (las MAP cinasa 
cinasas o MAPKK, representadas por MEK, figura 16-5). A su vez, las MAPKK son 
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fosforiladas por un grupo de cinasas llamadas MAP cinasa cinasa cinasas (MAPKKK, 
representadas por Raf-1, figura 16-5). Dado que estas acciones de los factores de 
crecimiento involucran cambios en la cantidad de proteínas específicas, son acciones de 
largo plazo, que toman horas en hacerse presentes. Pero, ¿cómo ocurren lo cambios en 
el metabolismo o el transporte de glucosa, que son las acciones prototípicas rápidas de la 
insulina? Hay avances muy interesantes que empiezan a explicar muchos de los efectos 
rápidos de esta hormona. En la figura 16-6 se aprecia ya fosforilado en tirosina al IRS 
activando a la PI3K, con la consecuente formación de fosfatidilinositol- 3,4,5-trisfosfato 
(PIP3). Esto activa Akt/PKB, que participa tanto en el incremento del transporte de 
glucosa como en acciones metabólicas, por ejemplo la regulación de la síntesis de 
glucógeno. En este proceso, la PKB fosforila la enzima glucógeno sintasa cinasa (GSK), 
de la cual hay varias isoformas, y la desactiva. La GSK en su forma activa fosforila y 
desactiva la enzima glucógeno sintasa, que añade un residuo glucosa al glucógeno 
utilizando UDP-glucosa. La desactivación de la GSK permite que las fosfatasas de 
proteína desfosforilen la glucógeno sintasa, activación que permite el incremento en la 
síntesis de glucógeno (figura 16-6). En el caso del aumento en el transporte de glucosa, 
hay diversos pasos que se presentan como una línea punteada en la figura 16-6. Se sabe 
que existen pozas de transportadores de glucosa (tipo GLUT4) tanto en la membrana 
plasmática de las células como en vesículas intracelulares. Bajo la acción de la insulina, 
se activa la enzima PKB, la cual dispara un proceso que permite la fusión de estas 
vesículas a la membrana plasmática, incrementando en grado notable el número de 
trasportadores en la membrana y, por ende, la captación de glucosa. Este proceso ocurre 
en uno o dos minutos y es reversible. Una vez que la hormona disminuye en sangre, se 
disocia del receptor o es internalizada para su degradación, disminuye la actividad de 
tirosina cinasa y permite que las fosfatasas desfosforilen las diversas proteínas, 
regresando a su estado basal; asimismo los transportadores son internalizados en 
vesículas para volver a utilizarse, en caso de una nueva estimulación. 
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Figura 16-4. Activación por el receptor para el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) de la 
fosfoinosítido 3-cinasa (PI3K) y de la cascada de activación mediada por las cinasas maestras: la cinasa 
dependiente de fosfoinosítidos (PDK) y la proteína cinasa B (Akt/PKB). Se señalan algunas de las proteínas 
sustrato de estas cinasas maestras y su repercusión funcional. 
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Modelo para la acción de la insulina sobre la expresión génica. 
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Modelo para la acción de la insulina sobre la síntesis de glucógeno y el transportador de glucosa. 


Receptores con actividad de serina/treonina cinasa. Son ejemplos clásicos de estos 
receptores la familia del factor de crecimiento y transformación fP (TGF-beta, 
transforming growth factor B ). Esta familia de factores es menos conocida que la 
insulina o el EGF, pero sus acciones son fundamentales en el desarrollo, la formación y la 
continua remodelación de los tejidos; asimismo participa en algunas patologías, como 
diversos tipos de fibrosis y de cáncer. Además del TGF-f, forman parte de esta familia 
otros factores como la activina, el factor morfogenético óseo (BMP, bone morphogenetic 
protein), el factor antimilleriano (AMH, anti-múllerian hormone, que impide la 
formación de los conductos de Müller en el varón), entre otros. El conocimiento de estos 
receptores y de su mecanismo de señalización se debe, en gran parte, al trabajo del grupo 
del Dr. Joan Massagué, investigador español que trabaja en EUA. En la se 
ilustran los tres tipos de receptores que participan en la acción de este tipo de factores. 
Existen los receptores tipo IM, que se encargan de atrapar el TGF-f$ como antenas y 
otros dos, el II y el I, que tienen actividad de proteína cinasa para residuos serina y 
treonina. El receptor III es un proteoglicano de gran tamaño que atrapa el factor y lo 
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cede al receptor Il; éste está constituido por una cadena polipeptídica con un extremo 
extracelular (que se une al factor), una zona transmembrana y un extremo intracelular 
con la actividad de proteína cinasa. Este receptor está ya fosforilado y activo antes de 
recibir al factor. La unión del TGF- al receptor II permite que el receptor I se asocie al 
complejo, el cual también tiene una zona extracelular para asociarse al factor, una 
transmembrana y un dominio intracelular con actividad de proteína cinasa de 
serma/treonina que permanece inactivo hasta que es fosforilado por el receptor Il; es 
decir, al formarse el complejo el receptor I queda a una distancia adecuada para que el 
receptor II pueda fosforilarlo. Una vez fosforilado y activo puede fosforilar, a su vez, a 
sus sustratos (llamados Smads), que se asocian con otros miembros de la misma familia y 
son internalizados. Una vez en el núcleo, se unen a zonas específicas del DNA actuando 
como elementos de la transcripción que conducen a cambios en la expresión de genes a 
nivel de RNA mensajero y por último proteínas. 
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Figura 16-7. Modelo para la acción de receptores enzima con actividad de serina cinasa. 
Receptores guanilil-ciclasa. Estos receptores tienen la capacidad de convertir el GTP 


en GMP cíclico y pirofosfato. El GMP cíclico funciona como un segundo mensajero y el 
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pirofosfato es degradado con rapidez por las pirofosfatasas celulares. El GMP cíclico 
ejerce sus acciones principalmente por dos procesos: 1) hay diversos canales iónicos que 
cambian sus estado de apertura cuando interaccionan con este nucleótido cíclico, y 2) 
existe una proteína cinasa que es activada por él y se ha denominado PKG (protein 
kinase G). Existen varias isoformas de esta cinasa que funcionan como homodímeros, 
las cuales tienen tres dominios: uno regulatorio; al que se une el GMP cíclico para 
activarla; uno catalítico, que le permite, usando ATP, transferir un fosfato a residuos 
serina o treonina en proteínas/enzimas específicas; y un dominio de asociación para su 
localización. Cuando en una célula se activan las guanilil-ciclasas y se incrementan los 
niveles de GMP cíclico, ocurre una gran cantidad de efectos resultantes de la cascada de 
fosforilación que inicia la PKG y de los cambios en la concentración de iones que se 
presentan por la modulación de la apertura de diversos canales. Entre las acciones más 
conocidas que dependen de un incremento en GMP cíclico están la relajación de 
diversos tipos de músculo liso (el más estudiado es el vascular) y la eliminación urinaria 
de sodio (natriuresis). El GMP cíclico es hidrolizado rápidamente por fosfodiesterasas 
específicas a GMP lineal y así termina su acción como segundo mensajero. Los 
inhibidores farmacológicos de estas fosfodiesterasas prolongan las acciones del GMP 
cíclico, haciendo duradera la vasodilatación; algunos de ellos se utilizan para el 
tratamiento de la disfunción eréctil y la hipertensión pulmonar. En la figura 16-8 se 
esquematizan algunos de estos receptores con actividad de guanilil-ciclasa. Puede 
apreciarse que dos de ellos son similares en su estructura general: constan de un extremo 
extracelular con el que interaccionan las hormonas, y una zona transmembrana que se 
continúa con el extremo intracelular, donde se ubica la actividad de guanilil-ciclasa. El 
tercer receptor es una enzima citoplasmática que se asocia de manera débil a la 
membrana (estos receptores son una de las excepciones que hacen imperfecta la 
clasificación de los receptores enzima, pues no se trata de una proteína de membrana en 
sentido exacto). El primer receptor de la figura 16-8A representa los receptores para el 
factor natriurético auricular (ANP, atrial natriuretic peptide). Esta proteína debe su 
nombre a su localización y función principal Es una hormona que favorece la 
eliminación renal de sodio, tiene efecto vasodilatador y se sintetiza en la aurícula derecha 
del corazón. Es interesante que el corazón se comporte como una glándula de secreción 
interna. Otro mensajero de acción similar es el factor natriurético cerebral (BNP, brain 
natriuretic peptide), así llamado porque se encontró en extractos de cerebro, pero 
también se produce en mayor medida en el corazón. El segundo grupo representa 
receptores que se encontraron en el intestino y en un principio se consideraron receptores 
de la toxina termoestable de Escherichia coli. Esta toxina es responsable de una parte 
de las diarreas que se presentan en forma súbita en personas que consumen alimentos 
contaminados. La toxina activa el receptor, incrementando la producción de GMP cíclico, 
lo cual aumenta el tránsito intestinal y disminuye la absorción de líquidos. Por supuesto, 
el organismo no sintetiza un receptor para que una toxina bacteriana lo ataque; lo que 
hace la toxina es mimetizar el efecto de mediadores endógenos en forma exagerada. 
Diversos grupos lograron ya aislar estos mediadores, que incluyen guanilinas y 
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uroguanilinas; estas hormonas modulan el tránsito intestinal y tienen acciones en el riñón 
y otros epitelios a través de estos receptores guanilil-ciclasa. El caso de la guanilil- 
ciclasa soluble (esquema “C”) merece una explicación más amplia. Esta enzima tiene en 
su estructura un grupo hemo cuyo hierro sufre cambios redox para su activación. Desde 
hace muchos años, los médicos conocen el efecto vasodilatador coronario de la 
nitroglicerina (que en realidad actúa en muy diversos territorios del organismo) y la han 
utilizado para el tratamiento de la angina de pecho resultante de isquemia cardiaca. Sin 
embargo, su mecanismo de acción permaneció oculto muchos años; lo que hace la 
nitroglicerina es incrementar la actividad de la guanilil-ciclasa soluble elevando los niveles 
celulares de GMP cíclico, lo que conduce a la vasodilatación. La búsqueda del ligando 
endógeno fue toda una epopeya. Un descubrimiento fundamental fue encontrar que 
dicha sustancia se producía principalmente en el endotelio vascular para luego viajar a las 
células musculares donde ejerce su principal acción; más tarde se le identificó como el 
óxido nítrico (NO). Este gas soluble se genera a partir de arginina con producción de 
citrulina en una reacción de oxidorreducción que utiliza oxígeno molecular y NADPH. 
Las enzimas que lo generan son las sintasas de óxido nítrico, de las cuales existen varios 
subtipos. Estas enzimas son moduladas por el calcio libre, por lo cual cuando el endotelio 
es estimulado por algún agente que incrementa su concentración de calcio libre en el 
citoplasma, se activan las sintasas de NO que lo generan. El gas se difunde con rapidez y 
afecta las guanilil-ciclasas solubles presentes en las células cercanas. En el caso de las 
células musculares ocurre relajación. No sólo el NO puede activar a estas enzimas, 
también el CO y el CO, pueden hacerlo y son responsables de la rubicundez 
(enrojecimiento facial) que se observa en pacientes intoxicados con estos gases. El NO es 
en buena medida responsable de modular los flujos sanguíneos que reciben los tejidos en 
diferentes condiciones; su vida media es corta porque se convierte con rapidez en nitritos 
y nitratos. Robert Furchgott, Ferid Murad y Luis Ignarro recibieron el premio Nobel en 
1998 por su trabajo pionero en este campo. 
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Figura 16-8. Modelo para la acción de receptores enzima con actividad de guanilil ciclasa 


Receptores con otras actividades enzimáticas 


Receptores fosfatasa de residuos tirosina. Estos receptores están formados por una 
cadena polipeptídica que atraviesa en una sola ocasión la membrana plasmática. Tienen 
un extremo extracelular que les permite unirse con los agentes que los activan, una zona 
transmembrana y un extremo intracelular con la actividad enzimática. Se sabe, por 
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mutaciones y técnicas de biología molecular que permiten reprimir la expresión de los 
genes que los codifican, que estos receptores revisten importancia fisiológica; su función 
principal es apagar la señalización por fosfotirosinas específicas, generadas por la acción 
de diversas cinasas de tirosina. Uno de los más estudiados es CD45, también llamado 
antígeno común de leucocitos, cuya mutación está asociada a inmunodeficiencias. A 
pesar de contar con todas las características de un receptor, aún no se sabe cuáles son 
sus activadores naturales; por ello, se le considera un receptor “huérfano” o una fosfatasa 
de residuos fosfotirosina tipo receptor. 

Receptores que se asocian a enzimas itinerantes. Existe un número importante de 
receptores sin actividad propia, pero que de manera directa o a través de algunas 
proteínas se asocian a enzimas que se encuentran en el citoplasma, modificando su 
actividad. A continuación se señalan algunos grupos de estos receptores: a) Receptores 
asociados a JAK y STAT. Los receptores para prolactina (figura 16-9), eritropoyetina, 
leptina y hormona de crecimiento, entre otros, poseen características similares. Estos 
receptores están formados por dímeros funcionales, cada uno con una cadena 
polipeptídica que atraviesa en una sola ocasión la membrana plasmática. Las hormonas 
se unen a un sitio formado en conjunto por los extremos extracelulares de cada una de 
las cadenas polipeptídicas. La porción intracelular tiende a ser relativamente pequeña y 
carente de actividad. Cuando un receptor de este tipo es activado por su respectiva 
hormona, se producen cambios conformacionales que favorecen la unión de una proteína 
tirosina cinasa llamada JAK (Janus kinase) y que lo fosforilan en diversos residuos de 
tirosina. Dichos sitios son reconocidos por dominios de otra proteína STAT (signal 
transducer and activator of transcription). Una vez unida STAT al receptor y cercana a 
JAK, es fosforilada por esta tirosina cinasa, lo cual permite que se formen dímeros de 
STAT fosforilado (figura 16-9). Estos complejos son internalizados al núcleo y se unen a 
secuencias específicas del DNA, de modo que funcionan como factores accesorios de la 
trascripción y modulan la expresión de diversos genes. Hay que aclarar varios aspectos. 
En primer lugar, existen diversas isoformas de JAK y de STAT, lo que da variabilidad al 
sistema y explica las acciones diferenciales de las hormonas señaladas, en conjunto con la 
distribución de los distintos receptores en los tejidos. En segundo lugar, dado que se 
forman fosfotirosinas, se ha observado que algunos de estos receptores pueden activar el 
sistema de las MAP cinasas en forma similar a como lo hacen los receptores con 
actividad intrínseca de tirosina cinasa. b) Una variante importante de estos receptores es 
el grupo de los receptores para inmunoglobulinas, que se presentan en muchas células 
del sistema inmunológico. Estos receptores están formados por varias subunidades y se 
unen a diversas tirosina cinasas que tfosforilan sitios conocidos como ITAM 
(immunoreceptor tyrosine based activation motif), los cuales desencadenan las cascadas 
de activación de dichas células para la fagocitosis en los macrófagos o la desgranulación 
en los eosinófilos. Cada uno de los pasos de estos procesos se conoce de manera parcial, 
y son un área de enorme importancia básica y clínica. c) Receptores con dominios de 
muerte. Algunos ejemplos de estos receptores son el factor de necrosis tumoral (TNF, 
tumor necrosis factor) y la proteína relacionada FAS (también llamada Apo-1) (figura 16- 
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). Dichos receptores se unen a otras proteínas a través de dominios a los que se les ha 
dado el sorprendente, pero descriptivo nombre de “dominios de muerte”, ya que los 
complejos son capaces de activar proteasas de la familia de las caspasas que conducen a 
apoptosis, también llamada muerte celular programada. d) Receptores tipo Toll (TLR, 
“Toll-like receptors”). El nombre de estos receptores proviene del alemán e indica la 
sorpresa de sus descubridores (proviene del alemán jergal y significa “extraño”, 
“caprichoso”, “extravagante”; en el medio podría decirse “loco”). Son receptores de 
células del sistema inmunitario innato que reconocen sustancias ajenas al organismo, 
como el lipopolisacárido bacteriano. Estos receptores son similares a los descritos en los 
párrafos anteriores en su estructura, y al unirse a sus ligandos se asocian con una 
proteína cinasa llamada ZRAK, que conduce a la activación de la cascada de las MAP 
cinasas para modular la trascripción de genes específicos que sirven para la protección 
contra agentes externos. 
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Modelos para la acción de receptores que se asocian con enzimas itinerantes. 
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Estos receptores son abundantes y de enorme importancia. En la escala evolutiva se 
presentan en plantas, levaduras y gusanos, y tienen su mayor representación en los 
vertebrados, en particular los mamíferos. Se calcula que en estos últimos puede 
representar entre 3 y 5% del total de los genes. Se trata entonces de una familia enorme 
de proteínas cuya importancia no es posible exagerar pues median acciones de factores 
tan diversos como fotones (la rodopsina para la visión), iones (sensores para calcio), 
neurotransmisores y hormonas (adrenalina y noradrenalina), acetilcolina (muscarínicos), 
dopamina, GABA (tipo B), serotonina, opiáceos, canabinoides, prostaglandinas, 
vasopresina, angiotensina Il, bradicinina y muchos más; dicha familia incluye también 
receptores que permiten detectar olores y sabores. Hay estimaciones que señalan que 40 
a 50% de los fármacos usados en la terapéutica cotidiana actúan sobre ellos. Desde el 
punto de vista estructural están formados por una cadena polipeptídica que atraviesa la 
membrana plasmática en siete ocasiones (figura 16-10). Dado que se trata de un número 
impar de zonas transmembrana, el extremo amino se encuentra en la zona extracelular y 
el carboxilo en la intracelular. Dichos siete dominios transmembrana se unen a través de 
tres asas extracelulares y tres asas intracelulares. Muchos de ellos presentan en su cadena 
amino terminal sitios de N-glucosilación (unión de carbohidratos en forma covalente a 
asparaginas) y sitios de unión covalente de ácidos grasos (principalmente ácido palmítico) 
a cisteínas; estos últimos sitios están localizados en la cola carboxílica y crean una zona 
adicional de anclaje a la membrana, con lo que se forma una nueva (cuarta) asa 
intracelular. Dada su estructura peculiar, algunos autores los han denominado receptores 
serpentinos y otros autores como metabotrópicos. En la membrana los receptores no 
están extendidos, sino que las zonas transmembrana se pliegan en sentido contrario al de 
las manecillas del reloj formando una estructura compacta. En la figura 16-10 se representa 
esta estructura vista desde el exterior celular. Hormonas y neurotransmisores se asocian 
con estos receptores extraordinariamente selectiva y se disponen en los nichos que 
forman estas estructuras; ésta es la base molecular de la selectividad. Por sus trabajos 
caracterizando a este tipo de receptores (en particular los de la adrenalina), Robert 
Lefkowitz y Brian Kobilka recibieron el Premio Nobel en 2012. El estudio del genoma 
humano, así como el de los genomas de otros organismos, ha permitido estimar que el 
ser humano tiene unos 700 a 800 receptores de este tipo. Sin embargo, el ser humano no 
es el organismo que más tiene, pues diversos animales cuentan con muchos más 
receptores para detectar olores y sabores y de otros tipos. Además, la comparación de 
secuencias ha permito agruparlos en diversas familias (rodopsina, secretina, adhesión, 
glutamato, “frizzle” [“rizo”; no hay una buena traducción para este término], taste-2 
[sabor amargo 2]); el nombre del grupo proviene de un receptor representativo o bien de 
su función. Sólo se conoce el agonista natural de alrededor de la mitad de estos 
receptores, y el resto son receptores “huérfanos”; éste es un campo de investigación con 
enorme potencial. Estos receptores ejercen sus acciones de manera predominante a 
través de un grupo de proteínas G (GTPasas) heterotriméricas que los comunican con 
enzimas y canales como se indicó en la figura 16-1. Hay acciones de estos receptores que 
son independientes de las proteínas G. Un caso de particular interés ocurre en la familia 
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“frizzle”, que reconoce a su agonista natural “wnt” (no hay una traducción adecuada). 
Wnt representa una familia de proteínas que regulan el desarrollo de tejidos con alta tasa 
de proliferación, como la piel o el epitelio intestinal. Su acción es permitir que una 
proteína, la B-catenina, se transloque al núcleo para actuar como factor accesorio de la 
transcripción, permitiendo que las células expresen proteínas, clave para su proliferación 
y diferenciación. Este proceso no parece requerir la participación de las proteínas G. Otro 
hecho sobresaliente es que algunos receptores forman dímeros para ejercer su acción. El 
caso más estudiado es el del receptor para GABA (tipo B); éste sólo funciona si se 
expresan dos isoformas que constituyen el receptor funcional. Al parecer uno de los 
receptores se une al ácido y-aminobutírico y el otro se encarga de activar una proteína G. 
Como ya se mencionó, estos receptores serpentinos ejercen sus acciones principalmente 
a través de proteínas G heterotriméricas, con subunidades a, B y y. Las subunidades $ 
tienen la actividad de GTPasa y determinan la especificidad de acción de los receptores; 
las subunidades f y y al parecer ser son comunes para los distintos tipos de proteínas G. 
Existen múltiples isoformas de las subunidades a, B y y de estas proteínas y podría existir 
cierta selectividad en la capacidad de diferentes combinaciones de isoformas de mediar 
las acciones de los distintos receptores. Desde el punto de vista operacional, a las 
proteínas G se las ha divido en cuatro grupos: a) la familia Gs (“stimulatory”, cuya 
función mejor estudiada es la activación de la enzima adenilil-ciclasa); la familia Gi 
E“inhibitory”, cuya función mejor conocida es la inhibición de la adenilil ciclasa); la 
familia Gq/11 (cuya función más estudiada en la activación de la fosfolipasa C o 
fosfoinositidasa); y la familia G;,/,3 (cuya función principal es modular la proteína Rho 
(una GTPasa monomérica) que regula la organización y el ensamblaje dinámico del 
citoesqueleto, esenciales para la migración celular y el transporte intracelular de proteínas 
y vesículas. Las proteínas G transitan entre los estados activo e inactivo con base en su 
asociación con GTP y GDP, respectivamente. La proteína GaPy tiene unido GDP en su 
estado inactivo; la estimulación de los receptores por los agonistas conduce a cambios 
conformacionales que favorecen que las proteínas G recambien el GDP por GTP del 
citoplasma. Esto las activa y hace que se separen (total o parcial) las subunidades a y el 
dímero fy. Éstas son las formas activas de las proteínas G heterotriméricas, y tanto las 
subunidades a como los dímeros Py tienen la capacidad de modular enzimas y canales. 
La actividad de GTPasa de las subunidades a degrada el GTP en GDP y fosfato 
inorgánico; el GDP queda unido a la subunidad y el fosfato es liberado al medio. Las 
subunidades a y los dímeros By se reasocian pasando al estado apagado de las proteínas 
G. Estos ciclos se repiten una y otra vez mientras permanezcan activos los receptores. A 
continuación se exponen de manera breve los sistemas más conocidos de señalización a 
que conduce la activación de las proteínas G: el sistema de la adenilil-ciclasa, con su 
segundo mensajero el AMP cíclico, y el sistema de fosfoinositidos-calcio, con sus 
segundos mensajeros 1P3, diacilglicerol y calcio; también se mencionará brevemente la 
activación de Rho. 
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Figura 16-10. Modelo de la estructura de un receptor con siete dominios transmembranales. En A se presenta la 
estructura extendida, en B se presenta la estructura esperada en la membrana vista desde el exterior de la célula. 
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Sistema adenilil-ciclasa-AMP cíclico-PKA 


La adenilil-ciclasa es la enzima que cataliza la conversión de ATP en AMP cíclico y 
pirofosfato. Se trata de una enzima enorme con doce pases transmembrana y de la cual 
existen diversas isoformas con expresión diferencial en los tejidos y con distinta 
sensibilidad a reguladores, como el calcio. El AMP cíclico fue el primer “segundo 
mensajero” que se descubrió y ejerce sus acciones de manera fundamental por la 
activación de una proteína cinasa denominada “A”, por ser su actividad dependiente del 
AMP cíclico (PKA, protein kinase A); es capaz de activar también algunos canales 
iónicos sensibles a nucleótidos cíclicos. La PKA es una enzima heterotetramérica de la 
que existen varias isoformas. Consta de dos subunidades reguladoras y dos subunidades 
catalíticas. En condiciones basales este tetrámero está unido y en estado inactivo. 
Cuando los niveles de AMP cíclico se elevan en la célula, se unen dos moléculas a cada 
subunidad reguladora de la PKA, provocando que se liberen las subunidades catalíticas. 
Estas subunidades libres catalizan la fosforilación de muy diversas proteínas ocasionando 
que cambien su actividad (incrementándola o disminuyéndola), e incluso su localización 
celular. Esto tiene un impacto enorme en el metabolismo de carbohidratos, lípidos y 
proteínas, así como en la secreción de hormonas y otros productos e incluso en la 
transcripción de genes. Por ejemplo, al elevarse el AMP cíclico en los hepatocitos, se 
activa la PKA que fosforila a la fosforilasa b cinasa, que pasa a su estado activo; esta 
enzima fosforila a la fosforilasa, que pasa de su estado inactivo (b) a su estado activo (a). 
La fosforilasa rompe los enlaces glucosídicos del glucógeno incorporando una molécula 
de fosfato y generando glucosa 1-fosfato, que es transformada a glucosa-6-fosfato por la 
fosfohexosa isomerasa, y una fosfatasa la convierte en glucosa libre que es transportada a 
la circulación general. Al mismo tiempo, se producen cascadas similares que conducen a 
un incremento en la gluconeogénesis y en la formación de urea; todo ello es regulado de 
manera armónica. En los adipocitos, la cascada de fosforilaciones desencadenadas por el 
incremento en los niveles de AMP causa la fosforilación de la perilipina y de la 
triacilglicerol lipasa sensible a hormonas, que se activa y es movilizada para lograr acceso 
físico a la poza de depósito de estos lípidos; es decir, se inicia la lipólisis. En muchos 
tejidos la subunidad catalítica de la PKA se transloca al núcleo, donde fosforila CREB 
(cyclic AMP response element-binding protein), un factor de transcripción que se une a 
su elemento de respuesta (CRE) para modular la expresión de genes específicos. En 
otros tejidos la PKA activa puede fosforilar canales de calcio e incrementar la entrada de 
este catión para favorecer la contracción o la secreción. El AMP cíclico es hidrolizado y 
convertido en AMP lineal, inactivo como segundo mensajero, por fosfodiesterasas 
específicas. Las metil-xantmas (cafeína, teofilina y teobromina, entre otras) ejercen 
muchos de sus efectos farmacológicos al inhibir las fosfodiesterasas del AMP cíclico. 
Cuando los niveles de AMP cíclico disminuyen y se disocia la subunidad reguladora de la 
PKA de estos nucleótidos, se favorece su reasociación con la subunidad catalítica, lo cual 
desactiva la enzima. Las enzimas que fueron fosforiladas son atacadas por fosfatasas de 
proteína, que hidrolizan los enlaces éster fosfórico, de modo que los procesos revierten al 
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estado basal. En la figura 16-11 se muestra la acción de dos neurotransmisores, 
noradrenalina y acetilcolina, sobre sus receptores, ambos de siete dominios 
transmembrana. Puede apreciarse que la noradrenalina activa un receptor (tipo P) el cual, 
a través de la subunidad a de Gs, activa la adenilil-ciclasa incrementando la producción 
de AMP cíclico. Este AMP cíclico eleva la actividad de la PKA para inducir sus efectos, 
uno de ellos la fosforilación de un canal de calcio que se abre para incrementar la 
concentración de calcio en el citoplasma y activar diversas enzimas y procesos. El mismo 
AMP cíclico modula de modo directo otro canal para sodio y potasio. Por otro lado, la 
acción de la acetilcolina sobre su receptor (tipo muscarínico), que interacciona con Gi y 
Go, logra por un lado inhibir la adenilil-ciclasa con sus subunidades a, y por el otro, a 
través de sus complejos By, modular canales (de manera positiva un canal de potasio y 
negativa un canal de calcio) para ejercer sus acciones. Algunos receptores de siete 
dominios transmembrana se acoplan de manera preferente a Gs y otros lo hacen a Gi y 
Go. Los diferentes subtipos de receptores para una misma hormona pueden hacerlo en 
forma diferencial. Por ejemplo, los receptores B de la adrenalina y la noradrenalina se 
acoplan a Gs y activan la adenilil-ciclasa, mientras que los del subtipo a, se acoplan a Gi 
e inhiben la misma enzima. Ambos tipos pueden coexistir en una misma célula, y el 
resultado final dependerá de la integración de la señal. Esto da posibilidades de ajustes 
finos en las diferentes células, dependiendo del tipo de receptores que expresen y de su 
abundancia. 


Noradrenalina Acetilcolina 


Efectos 


Figura 16-11. Modelo para el sistema de transducción de la adenilil ciclasa, la PKA y el AMP cíclico (cAMP). 
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Sistema fosfoinosiítidos-calcio 


Un gran número de receptores se acoplan a proteínas G de la familia Gq. Uno de ellos 
se ilustra en la figura 16- 12. La estimulación de Gq incrementa la actividad de una enzima 
asociada a la membrana que es la fosfolipasa C B (fosfoinositidasa). Esta enzima 
cataliza la hidrólisis del fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato en dos productos, diacilglicerol e 
inositol-1,4,5-trisfosfato (IP3). Ambos son segundos mensajeros de este sistema. El IP3 
es hidrosoluble y se difunde en el citoplasma hasta encontrar su receptor, un canal que se 
encuentra en vesículas especializadas donde se almacena el ion calcio. El IP3 incrementa 
la apertura del canal, permitiendo que el calcio salga al citoplasma y se incremente su 
concentración. Debe aclararse que la concentración de calcio libre en el citoplasma es 
baja (del orden de los 100 nM) y se mantiene en estos niveles gracias a diversas bombas 
(ATPasas) que con gran gasto de energía lo envían al espacio extracelular (donde su 
concentración es 10 mil veces mayor) y a las vesículas intracelulares ya mencionadas. 
Hay que añadir que el calcio libre, ya sea de manera directa o bien formando complejos 
con la proteína calmodulina, regula la actividad de una gran cantidad de enzimas y 
procesos. Así, cuando se eleva el calcio citoplasmático se favorecen procesos tan 
variados como glucogenólisis, gluconeogénesis, contracción, exocitosis y muchos otros. 
El calcio incluso activa diversas cinasas y puede considerarse un segundo mensajero. 
Además, el diacilglicerol, junto con el calcio, puede activar una cinasa llamada proteína 
cinasa C (PKC, protein kinase C) que tiene varias isoformas y participa en la regulación 
de metabolismo, contracción, proliferación celular, diferenciación y muchos otros 
procesos. Es decir, la acción conjunta de IP3 y calcio con el diacilglicerol dispara la 
actividad de diversas cinasas y otras proteínas sensibles para desencadenar diversos 
procesos hormonales. Debe recordarse que en la acción de los receptores con actividad 
de tirosina cinasa, una de las enzimas que puede activarse es la isoforma y de la 
fosfolipasa C, que también dispara el sistema fosfoinosítidos-calcio, por lo que este 
sistema de señalización participa en la acción de muchos factores de crecimiento. 
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Figura 16-12. Modelo para el sistema de transducción de los fosfoinosítidos-calcio. 
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Sistema G12/13 y Rho 


Como se mencionó, algunos de los receptores con siete dominios transmembrana se 
acoplan a proteínas G de las familias 12/13. Estas proteínas G realizan una función 
particular: se encargan de activar GEF para la proteína Rho. Esta proteína es una 
GTPasa monomérica que en su forma activa participa en la formación de prolongaciones 
celulares, fibras de estrés, estructuración del citoesqueleto y en general todo lo 
relacionado con la regulación de la forma y la movilidad celulares. Como se mencionó, 
los GEF (guanine nucleotide exchange factors) son proteinas que favorecen el recambio 
de GDP por GTP promoviendo que las GTPasas como Rho pasen a su forma activa. La 
actividad de GTPasa de Rho termina su acción. Hay que aclarar que aunque el efecto de 
Rho se ha vinculado principalmente con migración, adhesión y contractilidad celulares, 
hay evidencia de que participa también en la regulación de la expresión génica. 


571. 
booksmedicos.org 


Agradecimientos 


El autor agradece a María Guadalupe García Pasquel por las ilustraciones que aparecen 
en este capítulo; a sus estudiantes y esposa por la lectura y corrección de estilo. 


e Preguntas de reforzamiento 


1 ¿A qué se le llama señalización? 

2 ¿Qué son los primeros mensajeros? 

3 ¿Qué son los segundos mensajeros? 

4 ¿Qué es un receptor? 

5 ¿Cómo pueden clasificarse los distintos tipos de receptores? 
6 ¿Cómo funcionan estos receptores? 

7 ¿Cuál es su estructura? 

8 Señale cuatro o cinco mensajeros que los activen 

9 ¿Qué son los dedos de zinc? 

10 ¿Qué es un elemento de respuesta? 


11 ¿Qué son y cómo están formados los receptores canal? 


12 Señale algunos neurotransmisores que ejerzan su acción a través de estos receptores 


13 Señale ejemplos de receptores con actividades de: tirosina cinasa, serina-treonina cinasa y guanilil-ciclasa, dando ejemplos de 
hormonas y neurotransmisores que los utilicen 


14 ¿Cuáles son las acciones de las enzimas: PI3K, Akt/PKB y las MAP cinasas y cómo participan en la señalización? 
15 ¿Cuál es la estructura general de los receptores con siete dominios transmembrana, acoplados a proteínas G? 

16 ¿Cómo funciona el sistema adenilil-ciclasa-AMP cíclico-PKA? 

17 ¿Cómo funciona el sistema fosfoinosítidos-calcio? 


18 ¿Cómo funciona el sistema G12/13 y Rho? 
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En este capítulo se presenta una visión general de lo qué es y qué significa el 
metabolismo. Una característica de los seres vivos es el intercambio de materia y energía 
con su entorno. La materia se adquiere en forma de moléculas (o iones) útiles para 
sintetizar los constituyentes celulares a través del proceso de la nutrición. En 24 h, un ser 
humano adulto en reposo reintegra al medio una cantidad de materia igual a la que recibe 
que corresponde a la que no incorporó a sus propias moléculas, o bien, la que no le 
proporciona energía para sus funciones celulares. Esto se conoce como el estado 
estacionario dinámico y es el estado de máxima eficiencia termodinámica. 

En los tejidos humanos se encuentran unos 25 elementos químicos y aunque todos son 
indispensables, 96% de la masa corporal está formado, en peso húmedo, por oxígeno 
(65%), carbono (18%), hidrógeno (10%) y nitrógeno (3%) (cuadro 17-1). En esta 
introducción al metabolismo se hará énfasis en el carbono y el oxígeno como ejemplos 
del intercambio de materia entre un ser vivo y su entorno. La combinación carbono- 
hidrógeno es tan abundante que, para fines prácticos, al referirse al intercambio de 
carbono de los seres vivos con su ambiente se incluye de manera implícita el hidrógeno. 


Cuadro 17-1. Composición elemental aproximada del cuerpo humano 


Oxígeno 65.0 20.0 
Carbono 18.0 50.0 
Hidrógeno 10.0 10.0 
Nitrógeno 3.0 8.5 
Calcio 2.0 5.0 
Fósforo 1.1 25 
Potasio 0.35 1.0 
Azufre 0.25 0.8 
Sodio 0.15 0.4 
Cloro 0.15 0.4 
Magnesio 0.05 0.1 
Hierro 0.004 0.01 

Cobre 0.00015 0.0004 

Manganeso 0.00013 0.0003 

Yodo 0.00004 0.0001 
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trazas 


Cobalto trazas 
Zinc trazas trazas 
Molibdeno trazas trazas 


Sin incluir el agua, casi la totalidad de las moléculas de los seres vivos contienen 
carbono; de hecho, la química celular está basada en los compuestos del carbono. Si se 
incluye el agua, carbono e hidrógeno representan 28% del peso del cuerpo humano; si se 
excluye el agua y carbono constituye 50%, e hidrógeno 10% del peso corporal (cuadro 17- 
1). Otra manera de analizar la proporción de elementos en las células es comparando su 
abundancia relativa. De 100% de átomos presentes en los seres vivos, 48% corresponde 
a hidrógeno, 24% a carbono y 23% a oxígeno. Así, 72% de los átomos que intercambia 
un ser vivo con su ambiente son de carbono e hidrógeno (figura 17-1); si se incluye el 
intercambio de oxígeno, se alcanza hasta 95%. 


Energía solar 


Respiración 
Glucosa + O, Energía 
Fotosíntesis 
CO, + H,O Química Calorífica 
Células fotosintéticas Células heterótrofas 


Figura 17-1. Ciclos del carbono y el oxígeno en la naturaleza. El ciclo del carbono está esquematizado por el 
bióxido de carbono (CO?) y la glucosa; en las células fotosintéticas, el CO2, con la participación del agua y con 
la contribución de la energía solar, se convierte en glucosa y se libera oxígeno; las células heterótrofas emplean la 
glucosa y el oxígeno. La primera como fuente de carbono y energía, el segundo como aceptor de electrones; los 
productos eliminados son agua y CO>, con los que se reinicia el ciclo. La figura también incluye el flujo, no ciclo, 
de energía en la naturaleza: se inicia con la energía electromagnética proveniente del sol, parte de la misma se usa 

en la síntesis de la glucosa y parte de la energía de la glucosa se convierte en energía química con capacidad de 
hacer trabajo. En ambas etapas, parte de la energía se disipa y no es capaz de efectuar trabajo. 
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Intercambio de energía en los seres vivos 


Los seres obtienen la energía de los alimentos que ingieren y la usan para realizar sus 
funciones, liberando parte de ella en forma de calor. Se sabe que de la cantidad de 
energía recibida de los nutrientes, una parte se usa para realizar trabajo útil, es decir, para 
las funciones celulares y otra se disipa en forma de calor, la cual no es útil para efectuar 
trabajo. 

La segunda ley de la termodinámica establece que los sistemas tienden de manera 
espontánea a un estado de equilibrio, situación de máxima estabilidad (entropía), en la 
cual la capacidad del sistema de efectuar trabajo es mínima. Sin embargo, un ser vivo es 
un sistema alejado del equilibrio que realiza múltiples funciones. En este sentido, los 
seres vivos son sistemas termodinámicos abiertos rodeados de su entorno. De otra 
manera, si se considerara aislado, parecería que no cumple con la segunda ley de la 
termodinámica: se trata de un ente inestable, con alta organización y con energía 
almacenada para efectuar trabajo. Por lo tanto, se debe tomar en cuenta al ser vivo junto 
con su entorno y bajo esta consideración sí cumple con la segunda ley de la 
termodinámica; el conjunto ser vivo y entorno tiende a la máxima entropía. 

Los organismos vivos aprovechan la energía química desprendida de los alimentos en 
las reacciones de óxido-reducción y la respiración celular y la usan para realizar sus 
funciones. En la naturaleza, el metabolismo se establece como un conjunto de ciclos 
superpuestos en que participan diferentes elementos químicos ejemplificados por el 
carbono en los nutrientes y el oxígeno de la respiración. Dependiendo del peso corporal y 
de la actividad física, un adulto sano consume de 200 a 1 000 L de oxígeno en 24 h, que 
se elimina en forma de H20 y CO, en la degradación de los alimentos. 
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Metabolismo 


El metabolismo es la suma de las reacciones químicas que realizan las células. Una idea 
más completa del metabolismo es la de una actividad celular coordinada, con 
intencionalidad y con orientación (vectorial), en la que intervienen multitud de sistemas 
enzimáticos y en la cual se intercambia materia y energía con el entorno. Al metabolismo 
se le han asignado cuatro funciones específicas: 


1. Obtener energía de los alimentos. 

2. Convertir nutrientes en componentes celulares. 

3. Ensamblar esos componentes en macromoléculas propias de la célula. 

4. Formar y degradar moléculas requeridas para funciones celulares especializadas. 


El metabolismo se divide en anabolismo y catabolismo. El anabolismo es la fase de 
síntesis, en donde monómeros se unen para generar macromoléculas celulares; es una 
fase que requiere energía química. Catabolismo es la fase degradativa, en donde las 
macromoléculas de los alimentos se fragmentan, se oxidan y liberan energía; parte de la 
cual se almacena en forma de ATP y NAD(P)H y se usan en la fase anabólica. Tanto el 
ATP como las coenzimas reducidas sirven de “puente” energético entre el catabolismo y 
el anabolismo. 


booksmedicos.org 


Catabolismo 


Los tres principales componentes de los alimentos o macronutrientes son carbohidratos, 
lípidos y proteínas (98%) responsables de proveer casi la totalidad de la materia y energía 
requerida para las funciones celulares. Otros tres ingredientes de los alimentos, no 
presentes en la figura 17-2, son ácidos nucleicos, vitaminas y los iones; se trata de 
entidades químicas indispensables para la vida celular, independientemente de la escasa 
energía que puedan liberar en su metabolismo. 


Macromoléculas de los alimentos 


Carbohidratos 


Etapa | 
H,O H,O 
Monosacáridos 
(glucosa) 
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Figura 17-2. Esquema del catabolismo celular. 


En el ser humano, los carbohidratos representan cerca de 50 a 60% de los alimentos 
sólidos y en términos químicos se les identifica como polisacáridos (almidón y celulosa). 
Un 20% corresponde a las proteínas (leche, huevos, carnes) y 20 a 30% restante son los 
lípidos (aceites y grasas en forma de triacilglicéridos). 

El uso de estas macromoléculas para la obtención de la energía se realiza a través de 
una serie de reacciones que se organizan en tres etapas. En la primera, las grandes 
moléculas se degradan en sus monómeros, así los polisacáridos liberan monosacáridos 
como la glucosa; los lípidos se degradan a glicerol y ácidos grasos, entre otros y las 
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proteínas dan lugar a los aminoácidos. Esta etapa consume energía. 

En la segunda etapa, los monómeros obtenidos de la primera se degradan a otras 
moléculas intermedias que de forma gradual llegan a converger de manera general y 
universal al acetil-coenzima A (acetil-CoA), una molécula central del metabolismo. 
Durante esta segunda etapa se genera una pequeña cantidad de ATP, principalmente por 
fosforilación a nivel del sustrato. 

En la tercera etapa se oxida la porción acetato (CH3-COO”) de la molécula de acetil- 
CoA degradándose hasta agua y bióxido de carbono. La mayor producción de ATP 
obtenida de los alimentos se genera en esta tercera etapa por fosforilación oxidativa. 

Cada una de las flechas de la figura 17-2 representa un conjunto de reacciones químicas 
que en bioquímica se conocen como vías metabólicas. 

Así, en el ser humano, la degradación de polisacáridos en monosacáridos con la 
intervención del agua se conoce como digestión de los carbohidratos y sucede en el tubo 
digestivo (figura 17-3). Son varias las enzimas responsables de la digestión de los 
carbohidratos y el principal producto es la glucosa. De manera similar, otro grupo de 
enzimas digestivas actúan sobre las proteínas y las degrada en aminoácidos y la vía 
metabólica se identifica como la digestión de las proteínas. El caso de los lípidos es más 
complejo, pero al menos para los triacilglicéridos se puede hablar de la digestión de los 
lípidos para formar ácidos grasos y glicerol. 
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Macromoléculas de los alimentos 


Carbohidratos 


ADP + Pi 


Degradación ADP + Pi E ADP + Pi Degradación Etapa I 
ATP Glucólisis 
de grasas de grasas 
Glicerol g ATP ATP S 
Ácidos grasos Monosacáridos a CEE OS 
glicerol, otras moléculas (glucosa) Í i WSI Ad 
aid Ureogénesis 
E Síntesis de 
ATP compuestas Etapa Il 
nitrogenados 
Piruvato | 


NH, 
MNN 
Citocromoc 4444444455555 NADH-Q 
oxidasa Tam B 2 7 reductasa 
ATP sintasa n ny 3 
, o Etapa Ill 
H—————— | Ciclo del 
ATP + H,O 500 
ADP + Pi (Q)- ubiquinona eS go 
Citocromo c PA 
reductasa 
H,O Citocromo C Y 


co, 


Figura 17-3. Esquema del catabolismo celular. 


La degradación de la glucosa en acetil-CoA se realiza a partir del piruvato que se forma 
en la glucólisis, a través de una descarboxilación oxidativa (figura 17-3). La transformación 
de los ácidos grasos en acetil-CoA se lleva a cabo en la vía denominada f-oxidación. A 
partir de los aminoácidos, la formación de varias moléculas, entre ellas la acetil-CoA, 
comprende reacciones de transaminación y desaminación. A su vez, la conversión del 
acetilo de la acetil-CoA en bióxido de carbono y la producción de equivalentes reductores 
(NADH, FADH») se efectúan en el ciclo del ácido cítrico o de Krebs. Por último, la vía 
metabólica conocida como fosforilación oxidativa es la principal responsable de generar 
ATP a partir de ADP y fosfato inorgánico (Pi), con la participación de los equivalentes 
reductores (NADH y FADH») y el oxígeno, formando, además, agua (figura 17-3). 

Los nombres de cada una de las vías metabólicas del catabolismo, así como las del 
anabolismo, son los títulos de los principales capítulos en los textos de bioquímica. En 
cada capítulo se revisa la vía en su conjunto y los detalles de cada una de las reacciones 
que la forman, los sitios de regulación y los de especial importancia; por ejemplo, en los 
que se sintetiza o se utiliza el ATP. 
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Anabolismo 


El anabolismo también puede estudiarse en tres etapas (figura 17-4). En el ciclo del ácido 
cítrico se generan pequeñas moléculas precursoras, las cuales se convierten, a lo largo de 
la etapa II, en los bloques de construcción (los monómeros) de las macromoléculas 
propias de la célula. Por último, en la etapa I se ensamblan estos monómeros para 
generar las macromoléculas. En las tres etapas anabólicas, en especial la primera, se 


requiere energía en forma de ATP y NADPH. 
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Figura 17-4. Vías anabólicas principales en los seres vivos. Algunos intermediarios se convierten en glucosa a 
través del ciclo del ácido cítrico, en donde uno de sus participantes se transforma en piruvato y éste en glucosa. 
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Etapa Il 


Etapa Ill 


Tal como se ilustró en el esquema del catabolismo (figura 17-3), en el caso del 
anabolismo las flechas de la figura 17-5 se refieren a vías metabólicas complejas. Queda 
identificado el ciclo del ácido cítrico, que al funcionar en su aspecto anabólico provee de 
precursores para formar, a través de la etapa Il, las siguientes moléculas (figura 17-5): a) 
glucosa (y a la vía se le llama gluconeogénesis); b) ácidos grasos y colesterol (y a las vías 
se les conoce como lipogénesis y colesterogénesis, respectivamente), y c) con la 
participación del NH} se forman también los aminoácidos por las reacciones de 
aminación y transaminación. La formación de otras moléculas a partir de aminoácidos se 
realiza en vías como la ureogénesis y la biosíntesis de compuestos nitrogenados. 

Para la etapa I (figura 17-5), la unión de los aminoácidos para formar proteínas abarca el 
capítulo de biosíntesis de proteínas. La conversión de la glucosa en glucógeno se llama 
elucogénesis, y el almacenamiento de ácidos grasos con el glicerol para formar 
triacilglicéridos y otros lípidos se denomina síntesis de grasas neutras y síntesis de 
fosfolípidos, por nombrar los más importantes. 
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Figura 17-5. Principales vías anabólicas en donde se observan los procesos de biosíntesis de las macromoléculas 
celulares. 


Una ventaja del metabolismo es que las vías o caminos catabólicos no son el reverso 
de los anabólicos, y viceversa, lo que permite la regulación independiente de cada vía. 
Con frecuencia, también las vías anabólicas y catabólicas suceden en lugares diferentes 
de las células, por ejemplo de las mitocondrias y del citoplasma celular, lo que permite un 
control preciso de los procesos metabólicos de la célula. 

El resumen del metabolismo presentado puede revisarse con detalle en los llamados 
mapas metabólicos, en los cuales llegan a incluirse unas cuantas miles de reacciones 
individuales, resultado del trabajo de varias generaciones de bioquímicos de todo el 
mundo. 
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Regulación del metabolismo 


Una característica sobresaliente del metabolismo celular es que está regulado de manera 
perfecta, coordinado e integrado. No obstante que en el pequeño espacio ocupado por 
una célula se ejecutan de manera simultánea cientos de reacciones, hay una coordinación 
y jerarquía bien definida de las vías metabólicas, lo que supone la existencia de una 
compleja red de información en la célula. En los seres multicelulares, la red de 
información se amplía. La coordinación y la armonía no sólo se establecen en cada 
célula, sino entre todas las células de un órgano y entre los distintos órganos y tejidos a 
través de los tres niveles de regulación que son: el enzimático, el hormonal y el genético, 
lo que le permite, por ejemplo al ser humano, responder como una unidad biofuncional 
que se adapta al entorno. 

Tanto a nivel celular como a nivel del organismo, se dispone de magníficos ejemplos de 
moléculas informativas y de procesos cuya esencia es el paso de información. La figura 
17-6 ilustra el flujo de información en el metabolismo de una célula. Algunas de las 
etapas, como la transferencia de información de la molécula del RNA para determinar la 
secuencia de aminoácidos en una proteína, representaron retos importantes a la 
imaginación de los investigadores. Además, la naturaleza cuenta con soluciones de gran 
simplicidad y precisión. 


DNA 


Moduladores 


NA 0 = 
g r Enzima © dii 


o AS 


Figura 17-6. Flujo de la información en el control del metabolismo. 1. Regulación en la transcripción de la 
enzima. 2. Control a nivel de la traducción. 3. Control en la concentración de la enzima. 4. La actividad de la 
enzima está también controlada por la concentración de sustrato, o ambos. 5. Producto. 6. Algunas enzimas 

(alostéricas) son reguladas por modeuladores. 7. Un mecanismo del control de la actividad enzimática depende de 
la velocidad de recambio por proteólisis. 
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Para fines prácticos, el control del metabolismo representa el control de todas y cada 
una de las vías metabólicas y de los sistemas de regulación incluidos en las figuras 17-3 a 
17-6. Cada vía metabólica es una unidad funcional que parte de un sustrato y termina con 
la formación de un producto, e incluye la conversión química sucesiva de una molécula 
en otra, hasta la formación de dicho producto. Cada conversión química la cataliza una 
enzima y toda la vía se regula como una unidad. 

Las vías metabólicas tienen una o varias enzimas clave que participan en su regulación 
y de las cuales depende el flujo de sustratos a través de la vía. Cada ruta metabólica se 
organiza de tal modo que si las enzimas reguladoras operan en forma limitada, el resto 
de las enzimas se ajustarán a esa velocidad; pero si las enzimas clave catalizan con 
rapidez su reacción química, entonces la vía trabajará a esa velocidad. Cada enzima 
clave posee, al menos, un par de características: cataliza una reacción con un cambio de 
energía libre suficiente para que sea en esencia irreversible y su “actividad” es fácil de 
controlar. 

Son tres los factores que regulan la “actividad” de las enzimas clave: la cantidad de la 
enzima, su actividad catalítica y la disponibilidad de sustrato. La cantidad de cada enzima 
se establece por el balance entre la velocidad de su síntesis y degradación. La velocidad 
de síntesis de las enzimas se regula por dos de los procesos anotados en la figura 17-6, 
transcripción y traducción. La velocidad de transcripción de los genes es, en la mayoría 
de los casos, el principal sistema regulador de la cantidad de una enzima. Sin embargo, 
hay casos en que para modificar la cantidad de una enzima se altera su velocidad de 
degradación. 

Al revisar la actividad catalítica de cada enzima es conveniente distinguir dos aspectos. 
Primero, que la capacidad catalítica propia de una enzima, a la que se llama número de 
recambio, corresponde al número de moléculas de sustrato convertidas en producto por 
una molécula de enzima en la unidad de tiempo y sin limitación de sustrato. El número 
de recambio puede ser desde 600 000/s para la anhidrasa carbónica, hasta 0.5/s para la 
lisozima. Segundo, que la actividad catalítica de la enzima puede ser controlada de varias 
maneras. Dos ejemplos importantes son el control alostérico y la modificación covalente 
reversible. 

El control alostérico se refiere al hecho de que la actividad enzimática aumenta o 
disminuye por un incremento en la poza de una molécula; el modulador alostérico, que se 
une a la enzima, modifica su conformación y con ello la velocidad de la reacción 
catalizada. Es frecuente que el modulador alostérico negativo (que inhibe la velocidad de 
la reacción) sea el producto final de una vía metabólica, que al unirse a una enzima clave 
inhibe su actividad y, por ende, la de la vía metabólica completa, evitando de esa forma 
la síntesis exagerada del producto de la vía. 

Una regulación similar sucede con la modificación covalente reversible. En ésta, un 
conjunto de enzimas están presentes en la célula en su forma inactiva, pero la unión 


covalente del fosfato (H,POy ) produce que este conjunto de enzimas adquieran 
actividad, la cual se pierde al eliminar dicho grupo fosfato. Es como si se tuviera un 
interruptor de corriente que se encendiera al unir el fosfato y se apagara al desprenderlo. 
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Éste, es un mecanismo común con el que las hormonas activan o desactivan vías 
metabólicas. 

Los mecanismos que modifican la actividad catalítica de las enzimas clave tienen la 
ventaja de instalarse de manera rápida y dejar de actuar también con gran rapidez; en 
contraste, los mecanismos capaces de influir en la cantidad de la enzima son de 
instalación más lenta, y también la desaparición de su efecto lleva más tiempo. Desde 
luego, ambos procesos, modificación de la actividad catalítica y de la cantidad de la 
enzima, pueden o no sumarse para dar una respuesta integral de la “funcionalidad” de la 
enzima clave en una vía metabólica. 

La disponibilidad y el flujo de sustratos tienen una participación importante en la 
regulación del metabolismo. El suministro de grandes cantidades de alimento activa de 
inmediato la etapa I del catabolismo y más tarde la etapa II (figura 17-2). La insulina 
promueve la entrada de glucosa a varios tipos de células, con lo que activará su consumo 
en la etapa II del catabolismo (figura 17-2) y la etapa I del anabolismo (figura 17-4). Un 
análisis más completo de la integración del metabolismo se presenta en el capítulo 24. 
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Adaptación y homeostasis 


Las funciones de los seres vivos están encaminadas hacia la supervivencia del individuo y 
a la conservación de la especie en el entorno en el que se encuentran. Lo anterior es 
posible gracias a la capacidad de adaptación metabólica del individuo y de la especie. 

Muchas de las reacciones de los seres vivos tienen como objetivo contrarrestar las 
alteraciones del entorno; debido a esto, en el interior del organismo se producen cambios 
mínimos. Así, la modificación de la temperatura, la concentración de sales y el aumento 
de acidez, entre otros, se compensan por una serie de mecanismos que mantienen el 
funcionamiento metabólico. Tal es la esencia del clásico enunciado de Bernard: “la 
constancia del medio interior es la condición de la vida libre e independiente.” Estos 
mecanismos de regulación interna recibieron el nombre de homeostasis, que se 
caracteriza por la tendencia a mantener constante el medio interno a través del control de 
cambios. 


e Preguntas de reforzamiento 


1 ¿Qué es el metabolismo? 

2 ¿En qué consiste el intercambio de energía? 

3 ¿En qué consiste el metabolismo? 

4 ¿Cómo se divide el metabolismo? 

5 ¿Cuáles son las etapas del catabolismo? 

6 ¿En qué consiste el anabolismo? 

7 ¿Cuáles son los niveles de regulación del metabolismo? 


8 ¿Cuáles son los mecanismos de regulación enzimática? 
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Capítulo 18 
¿09 Metabolismo 


há O o° de los carbohidratos 


Alfonso Cárabez Trejo, Adriana Julián Sánchez, Héctor Riveros Rosas 


e Digestión y absorción de los carbohidratos 
e Vías metabólicas de los carbohidratos 


e Aspectos históricos 

e Glucólisis 

e Gluconeogénesis 

e Catabolismo de carbohidratos diferentes de glucosa 

e Vía colateral de oxidación de la glucosa: ciclo de las pentosas 
e Metabolismo del glucógeno 

e Glucogenosis 

e Insulina y diabetes mellitus 


o ae clave 


Í La glucólisis es una vía catabólica constituida por una serie de diez reacciones sucesivas en donde la glucosa, un compuesto de 6 
carbonos, se rompe para formar dos moléculas más pequeñas, piruvato, cada una constituida por 3 carbonos. Esta vía no requiere 
oxígeno para llevarse a cabo, y permite que las células puedan obtener una ganancia de dos moléculas de ATP por cada glucosa. 


2 La fermentación láctica es una vía metabólica constituida por una sola enzima (lactato deshidrogenasa) que permite oxidar en 
condiciones anaeróbicas, el NADH generado durante la glucólisis. 


3 La fructosa 2,6-bisfosfato, sin ser un intermediario de la glucólisis o la gluconeogénesis, es el modulador alostérico más potente 
de ambas vías. 


Á La gluconeogénesis es la vía anabólica que permite la síntesis “de novo” de la glucosa a partir de otros metabolitos tales como los 
aminoácidos (provenientes de la digestión de proteínas), el glicerol (derivado de la digestión de las grasas) o el ácido láctico 
(producido por los eritrocitos y otras células en condiciones anaerobias), entre otros. 


5 Las lanzaderas son sistemas enzimáticos que tienen como objetivo transferir electrones del NADH del citosol, hasta la cadena 
respiratoria en mitocondria, ya sea mediante la formación de NADH o FADH» en el interior de la mitocondria. 


Los carbohidratos son las moléculas orgánicas más abundantes del planeta, por lo cual no 
es de extrañar que la mayor parte de la energía que se obtiene de los alimentos provenga 
de ellos. Además, desde una perspectiva histórica, la oxidación de la glucosa fue la 
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primera vía metabólica que se estudió desde los inicios mismos de la bioquímica, por lo 
cual ocupa una parte extensa del presente capítulo. 
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Digestión y absorción de los carbohidratos 


Los carbohidratos de los alimentos comprenden cerca de 60% de los nutrientes 
(alrededor de 300 g para un individuo que gasta 2 000 kcal/día) y están constituidos en 
especial por polisacáridos, como los almidones, la celulosa y las dextrinas, así como el 
disacárido sacarosa. En el proceso digestivo de los animales, los carbohidratos se 
degradan hasta monosacáridos simples, absorbibles de manera directa. 


Digestión 

La saliva, además de humedecer y lubricar el bolo alimenticio, contiene la amilasa 
salival o ptialina, enzima con actividad de a-amilasa que inicia la hidrólisis de los 
almidones ingeridos. 

En el duodeno se vierte el jugo pancreático rico en amilopsina o amilasa 
pancreática. Se trata de una a-amilasa con pH óptimo de 7.1, que rompe al azar las 
uniones glucosídicas a-1,4 de los almidones, las dextrinas y el glucógeno, liberando 
maltosa y pequeños oligosacáridos ramificados; para romper las ramificaciones se 
requiere el concurso de amilo 1,6-glucosidasa. Los disacáridos de los alimentos se 
hidrolizan y convierten en monosacáridos debido a la acción de las carbohidrasas, como 
maltasa, sacarasa y  lactasa, específicas de maltosa, sacarosa y lactosa, 
respectivamente. Al final se obtiene en la luz intestinal una mezcla de monosacáridos: los 
ingeridos en los alimentos y los que provienen de la degradación de los disacáridos y los 
polisacáridos alimenticios; entre ellos dominan glucosa, fructosa y galactosa. 


Degradación de las celulosas en los mamíferos 


Los seres humanos carecen de los sistemas enzimáticos necesarios para degradar la 
celulosa. En los mamíferos con grandes cavidades digestivas —un rumen muy 
desarrollado o un enorme ciego— como rumiantes, cerdo, caballo y otros, la flora 
bacteriana y los protozoarios, en estrecho contacto con la celulosa ingerida, la degradan 
por medio de enzimas celulasas que liberan el disacárido celobiosa; ésta es utilizada por 
los microorganismos presentes en el intestino, los cuales producen ácidos grasos de 
cadena corta, como el acético y el propiónico, que son absorbidos y utilizados por el 
mamífero. En los seres humanos, la celulosa forma parte indigerible de los alimentos, da 
cuerpo al bolo fecal y, de esta manera, estimula la motilidad intestinal; debido a esto, en 
medicina se usan como laxantes diversos polisacáridos. La celulosa constituye la mayor 
proporción de la llamada fibra cruda alimentaria y proviene de las frutas y hortalizas. Se 
ha vinculado el cáncer de colon con hábitos alimentarios de bajo consumo de fibra cruda. 


Absorción 


En el intestino, sólo los monosacáridos pueden absorberse. La velocidad de absorción 
intestinal de los distintos monosacáridos es variable, pues es regida tanto por procesos de 
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difusión facilitada como de transporte activo; en el primer caso, la velocidad de absorción 
es directamente proporcional a la concentración del monosacárido en la luz intestinal y es 
independiente de los requerimientos energéticos celulares; la fructosa se absorbe por este 
mecanismo. En el segundo caso, el transporte activo ocurre en contra de un gradiente de 
concentración y depende del aporte energético celular; funciona para galactosa, glucosa y 
otros azúcares con configuración semejante a la de aquéllas. El transporte activo de la 
glucosa ocurre de manera simultánea con el transporte del Na”; el transportador de la 
glucosa intestinal toma ambos de la luz intestinal, los acepta en sitios diferentes y los 
introduce a la célula. Como el paso del Na” obedece al gradiente, una mayor 
concentración de Na” en el intestino fuerza su entrada hacia la célula intestinal y, en 
consecuencia, la de la glucosa. El Na? es expulsado después de la célula intestinal a 
cambio de K*, que penetra en un proceso que requiere ATP. Una parte de la glucosa se 
difunde hacia la sangre y la otra parte es fosforilada. 

El transporte activo de la glucosa es inhibido por: el glucósido cardiaco ouabaína, 
bloqueador de la bomba que expulsa el Na” de la célula; la floricina, que desplaza al Na* 
del transportador, y ciertos compuestos inhibidores de la respiración (cianuro) o 
desacoplantes de la fosforilación oxidativa (p. ej., dinitrofenol). La glucosa se absorbe a 
una velocidad promedio de 1 g por kilogramo de peso corporal por hora. 

En ciertas enfermedades congénitas existen deficiencias de alguna enzima disacaridasa, 
en especial de la lactasa, agente causal de cuadros diarreicos graves. 
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Vías metabólicas de los carbohidratos 


En la figura 18-1 se presenta un esquema de las principales vías metabólicas de los 
carbohidratos en los mamíferos: 


Intestino Hígado 
Alimentos 
Glucógeno 
O 


Galactosa |————> Galactosa 1-fosfato OO panasus 
Fructosa  |————=> Fructosa 6-fosfato 
———> Manosa 6-fosfato 


Glucosa 6-fosfato 


© 


©| |© 


Glicerol 


Aminoácidos —______» p; 
Piruvato 


Proteinas ————= SS > Lactato 
glucogénicos 


© 


Acidos «—— Triacilglicéridos 
grasos 


Ciclo de Krebs 


NADH 


Figura 18-1. Principales vías metabólicas de los carbohidratos en mamíferos. El número 1 representa la digestión 
de los carbohidratos y la absorción de los monosacáridos; el 2, la interconversión de hexosas; el 3, la glucólisis; el 
4, la gluconeogénesis o síntesis de carbohidratos; el 5, la glucogénesis o síntesis de glucógeno; el 6, la 
glucogenólisis; el 7, la fermentación láctica; y el 8, la vía de las pentosas. 


1. Digestión y absorción. Una vez efectuada la digestión en el intestino, los 
monosacáridos, a través de la circulación porta, alcanzan la celdilla hepática, donde 
una porción es utilizada y el resto se distribuye por vía sanguínea a todo el 
organismo. 

2. Fosforilación e interconversión de hexosas. Ocurre en la mayoría de las células; la 
galactosa, por ejemplo, se convierte en galactosa 1-fosfato y, al final, todas las 
hexosas pueden formar glucosa-6-fosfato. 

3. Conversión de glucosa a piruvato: glucólisis. Es la vía catabólica más importante; 
se acompaña de la liberación de una pequeña cantidad de energía, parte de la cual se 
utiliza para sintetizar ATP. 
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4. Gluconeogénesis. Es la síntesis de glucosa a partir de compuestos que no son 
carbohidratos, por ejemplo aminoácidos o el glicerol proveniente de los 
triacilglicéridos. 

5. Degradación del glucógeno. La degradación del glucógeno tisular, o glucogenólisis, 
implica la liberación de las unidades de glucosa que lo constituyen y su 
transformación en glucosa-6-fosfato; en el hígado, el proceso termina formando 
glucosa libre, la cual pasa a la sangre. 

6. Síntesis de glucógeno. El proceso de síntesis de glucógeno a partir de glucosa se 
denomina glucogénesis. El glucógeno es el principal reservorio de glucosa en los 
animales. 

7. Fermentación láctica. En ausencia de oxígeno, el piruvato no puede ser utilizado en 
la mitocondria y es canalizado hacia la formación de ácido láctico. 

8. Conversión de glucosa en pentosas. Esta vía constituye el ciclo de las pentosas y 
su función es proveer de éstas a la célula, pues son necesarias para la síntesis de los 
ácidos nucleicos y coenzimas. Además, es una vía metabólica generadora de 
NADPH, indispensable para las reducciones biosintéticas, como la síntesis de ácidos 
grasos y de esteroides. 


Interconexiones del metabolismo de los carbohidratos. En la figura 18-1 se muestran 
también algunas interconexiones del metabolismo de los carbohidratos con otros 
macronutrientes como los triacilglicéridos o las proteínas. Estas últimas pueden contener 
aminoácidos gluconeogénicos tales como serina, valina, aspartato o glutamato entre otros, 
los cuales pueden formar piruvato o intermediarios del ciclo de Krebs, que a través del 
oxalacetato pueden generar piruvato y, de allí, glucosa. Los triacilglicéridos por su parte 
se conectan con el metabolismo de los carbohidratos por medio del glicerol, o bien a 
través de los ácidos grasos. Sin embargo, debido a que el paso de piruvato a acetil-CoA 
es irreversible, los carbohidratos pueden formar ácidos grasos, pero estos últimos no 
pueden generar carbohidratos. 
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Aspectos históricos 


Entre 1854 y 1864, Louis Pasteur descubrió que la fermentación es producida por 
microorganismos. En 1897, Eduard Buchner demostró que el proceso se podía llevar a 
cabo en un extracto de levaduras, es decir, en un sistema libre de células. Esta 
observación fue muy importante porque terminó con la creencia de que la fermentación y 
otros procesos biológicos eran producidos por una “fuerza vital”, propiedad inherente a la 
materia viva; al ocurrir la observación de Buchner, la fermentación se llevó al campo de 
la química, y constituyó el paso inicial para el enorme desarrollo de la bioquímica como 
ciencia. Entre 1905 y 1910, Arthur Harden y William Young realizaron dos 
descubrimientos importantes: 1) para que ocurra la fermentación se requiere fosfato 
inorgánico, que se incorpora a la fructosa para formar fructosa 1,6-bisfosfato, un 
importante intermediario metabólico de la vía; 2) la diálisis de extractos obtenidos de 
levadura produce dos fracciones, ambas indispensables para que ocurra la glucólisis: la no 
dializable, termolábil, que llamaron zimasa, y una fracción que sí pasó la membrana de 
la diálisis y que era termoestable, a la que llamaron cozimasa. 

Más tarde se demostró que la fracción zimasa estaba constituida por una mezcla de 


enzimas y que la fracción cozimasa era una mezcla de coenzimas como NAD”, ATP y 
ADP, además de iones y metales. Por último, en 1940, los esfuerzos de numerosos 
investigadores culminaron con la identificación de todas las enzimas que participan en el 
proceso de fermentación, y quedó establecido lo que se denominó la primera “vía 
metabólica”, a la que se nombró glucólisis. Gustav Embden, Otto Meyerhof y Jacob 
Parnas aportaron importantes hallazgos para establecer la vía, por lo que la glucólisis se 
conoce con el nombre alterno de vía de Embden-Meyerhof-Parnas. Otros investigadores, 
que también contribuyeron con datos importantes para esclarecer el proceso de 
fermentación, fueron Carl y Gerti Cori, Carl Neuberg y Otto Warburg. 


Glucosa como sustrato 


En los vertebrados, incluido el ser humano, la glucosa es el carbohidrato más importante 
en la sangre; en contraste, en las plantas, la sacarosa constituye el 50% del azúcar de 
mayor uso; la celulosa es la molécula más abundante en la naturaleza, y está formada de 
manera exclusiva por glucosa. Más aún, la vía catabólica de la glucosa es el principal 
proceso por el cual se canalizan numerosas sustancias y compuestos que no son 
carbohidratos y de los que la célula extrae su energía. En este capítulo se analizan las 
secuencias metabólicas que son el corazón del metabolismo celular en general, y en 
particular la parte inicial de la oxidación completa de la glucosa hasta CO» y H20, en un 
proceso altamente exergónico con un AG”” de -686 kcal/mol: 


CóH1206 + 60, _—_— > Ó CO, + 6H,0 
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La respiración es dependiente de oxígeno, no así la 


fermentación 


La glucosa como sustrato oxidable necesita disponer de algún tipo de aceptor de 
electrones, ya que en ausencia de éste no sucederá la oxidación. Por ejemplo, en la 
reacción anterior, el aceptor final de electrones es el oxígeno, cuyo requerimiento define 
las condiciones del proceso como aeróbicas. El catabolismo aeróbico de la célula, que 
incluye la glucosa y otros sustratos, se llama en general respiración. En cambio, la 
degradación celular de compuestos para extraer su contenido de energía en ausencia de 
oxígeno, es decir, en condiciones anaeróbicas, se conoce como metabolismo anaeróbico 
o fermentación y se identifica por el principal producto final de la vía. Por ejemplo, en 
el caso de la glucosa en el músculo, el producto final es el lactato, así que la vía recibe el 
nombre de fermentación láctica; en la levadura, el producto final es el alcohol, por lo 
que esta vía recibe el nombre de fermentación alcohólica. En estos procesos 
fermentativos se requiere un aceptor alternativo de electrones; de ordinario el propio 
producto final de la fermentación “constituye un aceptor de electrones reducido”, y se 
liberan cantidades pequeñas de energía, parte de la cual se emplea para forma de ATP. 

En el caso de la degradación celular de la glucosa en los mamíferos, en especial en su 
tejido muscular, puede distinguirse una etapa anaeróbica inicial y otra posterior que 
sucede en condiciones aeróbicas. La etapa anaeróbica corresponde a la glucólisis, 
mencionada al principio de este capítulo, y cuyo producto final es piruvato si hay oxígeno 
presente, o lactato en ausencia de éste (fermentación láctica). Si hay oxígeno disponible 
(condiciones aeróbicas), el piruvato es canalizado a la mitocondria, donde es oxidado 
hasta CO, y H20, en el llamado ciclo de los ácidos tricarboxílicos o ciclo de Krebs (figura 
18-2). Si el músculo se mantiene en condiciones anaeróbicas y no hay suficiente oxígeno, 
el lactato formado pasa a la sangre para su uso por otros tejidos, y puede presentarse un 
cuadro denominado acidosis láctica. 
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Citoplasma Metabolismo anaeróbico 


Glucosa ————————— > Piruvato. 3 Lactato 


Metabolismo aeróbico NAD* 


Descarboxilación 
del piruvato 
NADH + H* 


Acetil CoA 


Mitocondria 


Ciclo de Krebs 


Oxalacetato Citrato 


Figura 18-2. Esquema de la conexión entre la glucólisis y el ciclo de Krebs. En la parte superior se muestra el 
resumen de la glucólisis, la cual puede producir dos intermediarios: el piruvato o el lactato, según las condiciones 
ambientales en las que se encuentre la célula. En la porción inferior se muestra cómo se conecta la glucólisis 
(metabolismo anaeróbico) con el ciclo de Krebs (metabolismo aeróbico) a través del cetoácido de tres átomos de 
carbono, el piruvato. 
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Glucólisis 


La glucólisis fue la primera vía metabólica observada en un extracto libre de células, 
hallazgo de enorme impacto a principios del siglo XX. Las primeras pruebas de la unidad 
bioquímica en los seres vivos se obtuvieron al constatar la semejanza entre la glucólisis 
en el músculo y la fermentación en las levaduras. La glucólisis es, sin duda, una de las 
vías más antiguas del metabolismo energético, y ocurre en casi todas las células, tanto 
aerobias como anaerobias. De hecho, la fase de oxidación de las triosas en la glucólisis, 
puede observarse en todos los organismos de manera universal (incluyendo bacterias, 
archaeas y eucariontes). En los mamíferos se lleva a cabo en 10 pasos que se resumen 
en la figura 18-3. 

La esencia del proceso es sugerida por su propio nombre, cuya etimología griega es 
glicos, que significa dulce, y lisis, que significa romper o degradar. Literal, glucólisis es 
el rompimiento de algo dulce, el azúcar con que se inicia la vía. La rotura a la que hace 
referencia el nombre ocurre en la reacción catalizada por la aldolasa (figura 18-3), punto 
en donde la molécula de seis átomos de carbono se “rompe” en dos fragmentos de tres 
átomos de carbono. 
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ATP Mg?* 
GLU-1 Hexocinasa 
ADP 
Glucosa 6-fosfato 
GLU-2 Fostoglucoisomerasa 


Fructosa 6-fostato 


ATP Mg?" 
GLU-3 Fostofructocinasa 
AD 
Fructosa 1,6-bistostato 
NX Aldolasa 
GLU-4 
Gliceraldehido 3-fostato- tostato de dihidroxiacetona 
GLU-5 
Triosa fosfato 
$ isomer: 
NAD ai 
GLU-6 Gliceraldehído 
3-fostato deshidrogenasa 
NADH+ H* 
1,3-bistostoglicarato 
ADP Mg?* 
GLU-7 Fosfogliceratocinasa 
ATP 
3-fosftoglicerato 
GLU-8 Fostoglicerato mutasa 
2-fostoglicerato 
GLU-9 
Enolasa 
Fosfoenolpiruvato 
ADP Mg? , K* 
GLU-10 Piruvato cinasa 
ATP 
Piruvato 
NADH+ H* 
GLU-11 Lactato deshidrogenasa 
NAD* 
Lactato 


Figura 18-3. Esquema en el que se muestran las reacciones de la glucólisis. Cada paso metabólico que ocurre, 
hasta llevar a la molécula de glucosa a lactato, se señala en la figura como GLU y un dígito; (para explicación del 
mismo véase el texto). Esta vía metabólica ocurre en dos etapas; la primera va de GLU-1 a GLU-5, pasos en los 
que ocurre la ruptura de la molécula de glucosa en dos compuestos de tres átomos de carbono o triosas. En esta 
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fase se consume energía en forma de dos moléculas de ATP (inversión energética). La segunda fase de esta vía 
produce cuatro moléculas de ATP (rendimiento energético). 


Fase 1: preparación y ruptura de las hexosas 


Cuando se observa la molécula de glucosa, se aprecia mejor porqué la fosforilación 
ocurre en el carbono 6: el grupo hidroxilo de ese átomo puede reaccionar con un grupo 
fosfato para formar un fosfoéster; éste es, de hecho, el primer paso que ocurre en la 
elucólisis y es catalizado por la hexocinasa (reacción GLU-1 de la figura 18-3), en donde 
el ATP proporciona tanto el grupo fosfato como la energía para la reacción de 
fosforilación, que es una reacción exergónica (AG® = -4.0 kcal/mol). Es importante 
señalar que la unión que se forma es un enlace éster, mientras que la del fosfato terminal 
del ATP es una unión fosfoanhidro. La reacción es exergónica, puesto que la energía de 
enlace de la unión fosfoanhidro del ATP es mayor que la energía de enlace de la unión 
éster de la glucosa-6-fosfato; sin embargo, la participación de la hexocinasa es 
indispensable para que la reacción pueda llevarse a cabo a la velocidad requerida por las 
células. Así, se acelera la reacción y toda la glucosa que entra a la célula es casi de 
inmediato convertida en su derivado fosforilado. 

Además de activar la glucosa para su rotura posterior, la fosforilación asegura que la 
molécula de azúcar sea atrapada de manera efectiva dentro de la célula una vez que 
entra, debido a que el grupo fosfato, altamente polar, evita que la molécula de azúcar 
pueda regresar a través de la membrana plasmática. 

Una rápida revisión de la glucólisis confirma que los intermediarios entre la glucosa 
(que entra a la célula atravesando la membrana plasmática) y el piruvato (compuesto que 
en los organismos aerobios debe atravesar la membrana mitocondrial para su catabolismo 
posterior) se encuentran en forma fosforilada. 

La siguiente reacción de la vía implica la conversión de la glucosa-6-fosfato 
(aldohexosa) en una cetohexosa, la fructosa 6-fosfato, reacción catalizada por la 
fosfoglucoisomerasa (reacción GLU-2), que deja libre el grupo hidroxilo del carbono 1 
para que pueda ser fosforilado, de la misma manera en que se describió la reacción para 
el caso anterior; esto genera un azúcar bisfosforilado, la fructosa 1,6-bisfosfato, en una 
reacción catalizada por la enzima fosfofructocinasa I, la principal enzima reguladora de 
la vía como se verá más adelante (reacción GLU-3). La diferencia de energía entre el 
anhídrido del ATP y la unión fosfoéster del carbono 1 produce una reacción muy 
exergónica e irreversible en la dirección glucolítica (AG*” = — 3.4 kcal/mol). 

En seguida, se produce la rotura de la bisfosfohexosa, reacción catalizada por la 
aldolasa (reacción GLU-4), y que le da nombre a la vía metabólica. Esta reacción 
reversible da como resultado dos azúcares de tres átomos de carbono, el fosfato de 
dihidroxiacetona y el gliceraldehido 3-fosfato. 

Las dos triosas que se forman en el paso anterior, catalizado por la aldolasa, 
comparten la misma relación mutua, como lo hacen la glucosa-6-fosfato y la fructosa 6- 
fosfato; por ello, no es sorprendente que el fosfato de dihidroxiacetona y el gliceraldehído 
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3-fosfato se interconviertan con facilidad, como se señala en la reacción catalizada por la 
triosa fosfato isomerasa (reacción GLU-5). Debido a que el gliceraldehído 3-fosfato es 
el único compuesto real oxidable en las siguientes fases de la glucólisis, la interconversión 
de estas dos triosas permite que el fosfato de dihidroxiacetona sea catabolizado por su 
interconversión a gliceraldehído 3-fosfato. Así, la primera fase de la glucólisis puede 
resumirse de la siguiente forma: 


Glucosa + 2 ATP — 2 gliceraldehido 3-fosfato + 2 ADP 


Nótese que en esta fase de preparación la célula, en lugar de obtener energía, consume 
ATP. 


Fase 2: oxidación de las triosas acoplada a la síntesis de ATP 


La oxidación del gliceraldehído 3-fosfato es catalizada por la gliceraldehído 3-fosfato 
deshidrogenasa (reacción GLU-6), y es la única reacción de la vía en que ocurre la 
oxidación de una molécula en condiciones anaeróbicas, con la liberación de suficiente 
energía para formar una molécula de ATP. Este descubrimiento, realizado por Otto 
Heinrich Warburg et al., en 1938-1939, puede considerarse uno de los más importantes 
en la bioquímica, ya que fue el primer informe de una reacción en que se demostró que 
la energía que se libera por la oxidación de una molécula orgánica se encuentra acoplada 
a la síntesis de ATP (reacción descrita a continuación como fosforilación a nivel de 
sustrato). Además, la reacción catalizada por la gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa 
(reacción GLU-6) tiene importancia porque el aceptor de electrones es la coenzima 


NAD*, que se convierte en NADH; éste, si se mantiene la anaerobiosis, es utilizado por 
la lactato deshidrogenasa para reducir el piruvato y regenerar el NAD* con objeto de 


mantener en marcha la glucólisis al proveerla de un flujo continuo de NAD”. En 
presencia de oxígeno, el piruvato sigue otro camino y no se efectúa la reducción del 
piruvato (reacción 11), por lo que el NADH formado en la glucólisis se convierte en 


NAD* mediante un sistema de lanzaderas que transfieren los electrones a la cadena 
respiratoria mitocondrial (las cuales se revisarán más adelante en este capítulo). 

El análisis del mecanismo de oxidación del gliceraldehído 3-fosfato es la clave para 
entender los aspectos esenciales del metabolismo energético de la célula y es un excelente 
ejemplo para comprender cómo se asocian los procesos oxidativos a la síntesis de ATP. 
Esta reacción es una de las mejor comprendidas, de manera que cada paso puede 
explicarse con apoyo en principios sencillos de la química. Para la conservación de 
energía es básica la reacción de acoplamiento del paso oxidativo que ocurre dentro de la 
enzima gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa (reacción GLU-6), con la formación 
de una unión fosfoanhidro en el carbono 1. Se produce 1,3-bisfosfoglicerato, molécula 
que permitirá la síntesis de un ATP en la siguiente reacción catalizada por la 
fosfoglicerato cinasa (reacción GLU-7), debido a la transferencia directa de un fosfato 
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de alta energía al ADP. 

El mecanismo de reacción de la gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa, la enzima 
que cataliza la reacción GLU-6, se muestra en la figura 18-4. Esta enzima es una proteína 
tetramérica con un sitio catalítico en cada una de las subunidades, idénticas entre sí. En 
el sitio activo hay una cisteína, aminoácido clave para el mecanismo de reacción, ya que 
el grupo sulfhidrilo reacciona con el sustrato, y se sitúa adyacente al sitio de fijación de 


una coenzima fuerte unida, el NAD”. Desde el punto de vista energético, el aspecto 
esencial de la secuencia de reacciones catalizada por esta enzima es que una reacción 
desde el punto de vista termodinámico desfavorable, como es la formación de un 
anhídrido entre el ácido carboxílico y el fosfato inorgánico, es impulsada por una 
reacción termodinámica favorable, como lo es la oxidación de un aldehído. Las dos 
reacciones son acopladas por un intermediario tioéster, compuesto que retiene mucha de 
la energía libre de la reacción oxidativa, que de otra manera sería liberada como calor. 
Así, la unión anhidro de alta energía se utiliza para formar el ATP de la siguiente reacción 
(GLU-7), catalizada por la fosfoglicerocinasa (figura 18-3). 


H=C ©) 


S-enzima-NAD+ 
| 
di —H 
HC — OH 
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7 H+ 
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O =¢ NAD* aa 
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Figura 18-4. Mecanismo de reacción de la gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa. En el primer paso el sustrato 
(gliceraldehído 3-fosfato) reacciona con el grupo tiol del sitio catalítico de la enzima para formar un tiohemiacetal; 
en un segundo paso el tiohemiacetal se oxida para convertirse en un tioéster y reducir el NAD+ unido a la enzima; 
en el paso 3, un NAD+ externo entra a la enzima y se lleva los electrones en forma de NADH; en el último paso 
un fosfato entra a la enzima para romper el intermediario tioéster de alta energía, liberar el 1,3-bisfosfoglicerato y 
dejar libre el grupo tiol, que queda listo para iniciar un segundo ciclo de reacciones. 


La producción directa de ATP, a partir de un compuesto fosforilado como el 1,3- 
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bisfosfoglicerato, es también una fosforilación a nivel de sustrato. Si se toman en 
cuenta las dos moléculas de gliceraldehíido 3-fosfato que se producen en la primera fase 
de la glucólisis, a partir de cada molécula de glucosa resulta la siguiente estequiometría: 


2 gliceraldehído 3-P + 2 NAD* + 2 ADP ———=» 
2 3-fosfoglicerato + 2 NADH + 2H* + 2 ATP 


Como se concluye en la ecuación, por cada molécula de glucosa que entra a esta vía 
metabólica se producen dos moléculas de 3-fosfoglicerato, dos moléculas de NADH, 2 


H* y dos moléculas de ATP, estas últimas necesarias para la activación inicial de la 
molécula de glucosa en la fase de preparación (reacciones GLU-1 y GLU-3), las cuales 
se recuperan en la reacción catalizada por la fosfoglicerato cinasa (reacción GLU-7), de 
modo que el rendimiento neto de ATP hasta este punto es de 0. 

Hasta aquí se han revisado 7 de las 10 reacciones de la glucólisis que convierten una 
molécula de glucosa en dos moléculas de 3-fosfoglicerato, pero hasta esta etapa no se ha 
obtenido un rendimiento neto o ganancia de energía en forma de ATP, lo que sí ocurre en 
la fase final de la vía. 


Síntesis de piruvato y producción de ATP 


La producción de otra molécula de ATP a partir del 3-fosfoglicerato depende del grupo 
fosfato del carbono 3, que en este punto se encuentra ligado como unión fosfoéster con 
bajo contenido de energía de hidrólisis (AG*” = -3.3 kcal/mol). En esta última fase de la 
elucólisis, la unión éster se convierte en una unión fosfoenol de alta energía, por medio 
de un rearreglo interno de la molécula. Para ello, el grupo fosfato del carbono 3 es 
llevado al carbono 2 por la fosfoglicerato mutasa (reacción GLU-8), seguido de la 
eliminación de una molécula de agua del 2-fosfoglicerato por la enolasa (reacción GLU- 
9), con lo que se produce fosfoenolpiruvato (PEP). Si se observa la molécula de PEP, se 
notará que al contrario de las uniones fosfoéster, ya sea del 2-fosfoglicerato o del 3- 
fosfoglicerato, la unión fosfoenol presenta lo que puede señalarse como su característica 
de unión de alta energía, es decir, un grupo fosfato adyacente a un doble enlace; de 
hecho, el PEP contiene uno de los enlaces de transferencia de fosfato de más alta energía 
conocidos en los sistemas biológicos, con un AG”” de hidrólisis de —-14.8 kcal/mol. 

Para entender por qué el PEP es un compuesto con tal nivel de energía, debe señalarse 
que el piruvato puede existir en dos formas: la enol y la ceto. El equilibrio químico 
favorece la forma ceto, lo que significa que es más estable. El PEP que se genera en la 
reacción catalizada por la enolasa (reacción GLU-9) no se convierte a la forma ceto, ya 
que cuando sale la molécula de agua del 2-fosfoglicerato, el piruvato es bloqueado en la 
forma enol por el fosfato del carbono 2, que evita la transición (el término químico 
apropiado es tautomerización) a la forma ceto más estable. El PEP es entonces un 
compuesto de muy alta energía, ya que además de la energía usual, liberada por la rotura 
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del enlace P-O del fosfato, existe también la energía que se libera por la tautomerización 
de la forma enol a la forma ceto del piruvato. Así, la piruvato cinasa, última enzima de 
la glucólisis, es capaz de transferir un grupo fosfato desde el PEP al ADP para generar 
ATP (reacción GLU-10). 

Para resumir esta última etapa de la glucólisis puede escribirse la reacción total, de 
nuevo tomando la estequiometria de las dos moléculas de tres átomos de carbono 
derivados de la glucosa: 


2 2-fosfoglicerato + 2 ADP ————= 


2 piruvato + 2H,0 + 2 ATP 


Resumen de la glucólisis 


Debido a que el ATP utilizado al principio de las reacciones catalizadas por la hexocinasa 
y fosfofructocinasa (GLU-1 y GLU-3) se recupera en la primera fosforilación (GLU-7), 
las dos moléculas de ATP formadas por moléculas de glucosa en la segunda fosforilación 
(GLU-10) representan la ganancia neta de la vía glucolítica. Esta ganancia se hace clara 
al sumar las 10 reacciones que ocurren desde la glucosa hasta el piruvato, que resumen 
las dos fases de la glucólisis: 


Glucosa + 2 NAD + 2 ADP + 2Pi ——————= 


2 piruvato + 2 NADH + 2H* + 2 ATP + 2 H20 


Formación de lactato 


La etapa final de la glucólisis anaeróbica muscular tiene como producto final 
característico un compuesto orgánico de tres átomos de carbono, el lactato, el cual se 
produce en un proceso de reducción donde los electrones del NADH son transferidos de 
forma directa al grupo carbonilo del piruvato, con el concurso de la enzima lactato 
deshidrogenasa, que cataliza la reacción (GLU-11). En los mamíferos, lactato 
deshidrogenasa es una enzima tetramérica, con varias isoenzimas; las subunidades que 
la forman son de dos tipos: M (presente en músculo estriado) y H (presente en músculo 
cardiaco). Las isoenzimas M del musculo estriado son muy activas y no son inhibidas por 
piruvato, por lo que la fermentación láctica puede ser muy activa en este tejido; en el 
corazón, en cambio, las isoenzimas H son poco activas y son inhibidas por el piruvato, lo 
que se correlaciona con el hecho de que el sustrato preferencial en el corazón no son los 
carbohidratos. La secuencia de reacciones glucolíticas, a partir de una molécula de 
glucosa, da lugar a dos moléculas de NADH (reacción GLU-6) y dos moléculas de 
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piruvato (reacción GLU-10), cuya reacción en presencia de la deshidrogenasa láctica es 
la siguiente: 


2 piruvato + 2 NADH + 2H* ——————= 
2 lactato + 2 NAD* 


La suma de las dos últimas reacciones anotadas muestra el resumen de las 11 reacciones 
(figura 18-3) que comprenden desde la glucólisis hasta la fermentación láctica: 


Glucosa + 2 ADP + Pi —————=> 
2 lactato + 2ATP + 2 HO 


Este proceso fermentativo es la principal vía metabólica para la producción de ATP en 
numerosas bacterias y en algunas células animales que funcionan en condiciones 
anaeróbicas o parcialmente anaeróbicas. 

Por otro lado, la fermentación láctica es muy importante desde el punto de vista 
comercial, ya que algunas de las bacterias que realizan este proceso metabólico se utilizan 
en la producción de quesos, yogurts y otros alimentos obtenidos de la fermentación de la 
lactosa de la leche. En el caso del tejido muscular, el lactato producido es acarreado por 
el sistema circulatorio al hígado, donde interviene en el proceso de gluconeogénesis, que 
es la síntesis de glucosa a partir de precursores que no son carbohidratos, por ejemplo, el 
lactato; la vía se describe a continuación en este capítulo. La glucosa producida a partir 
del lactato puede salir del hepatocito hacia la circulación sanguínea como fuente de 
material oxidable para otros tejidos, con lo que se establece el llamado ciclo de Cori 
(figura 18-5). 
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Hígado Músculo 


Gluconeogénesis Glucogenólisis 


Glucógeno 


Glucosa Glucosa 


4 ADP + 
2 GDP +6 Pi A AL 


Sangre Glucólisis 
4 ATP +2 GTP 2 ATP 


Figura 18-5. El esquema señala la relación del metabolismo de la glucosa y el lactato en el hígado y músculo. 
Este proceso metabólico en que participan estos dos tejidos distintos se conoce como ciclo de Cori; en él se 
maneja el lactato producido a partir de glucosa que se encuentra en forma de glucógeno en el músculo; este 

compuesto es vertido por este tejido a la circulación sanguínea. Al llegar al hígado se convierte en glucosa que 

pasa a la sangre para su utilización por otros tejidos, como el muscular. 


Fermentación alcohólica 


Ésta es una vía alterna al proceso de fermentación láctica, se observa en las levaduras y 
algunas bacterias, y tiene enorme importancia comercial. El proceso se inicia con una 
molécula de glucosa y, a través de las 10 primeras reacciones de la glucólisis anaeróbica 
(figura 18-3), genera dos moléculas de piruvato y dos de NADH, de manera muy similar a 
como se describió para el tejido muscular. En este caso, el piruvato es descarboxilado 
para producir un compuesto de dos átomos de carbono, el acetaldehído, que se convierte 
en el aceptor de electrones. La reducción del acetaldehído produce etanol, alcohol del 
cual deriva el nombre del proceso. Las reacciones que involucran la producción de etanol 
son dos: la descarboxilación del piruvato y la reducción posterior del acetaldehido; estas 
reacciones son catalizadas por dos enzimas diferentes, la piruvato descarboxilasa y la 
alcohol deshidrogenasa. Añadiendo este proceso reductivo a la conversión de glucosa 
en dos moléculas de piruvato y dos moléculas de NADH se resume: 


Glucosa + 2 ADP + 2Pi —————= 


2 etanol + 2 CO, + 2 ATP + 2 H2O 
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La fermentación alcohólica tiene importancia económica, ya que es fundamental en los 
procesos de panificación, en la industria cervecera y en la vinícola. Para la industria del 
pan, la generación de CO, es el producto final importante; las células de levadura que se 
añaden a la masa de harina funcionan de manera anaeróbica, produciendo tanto CO, 
como etanol. El CO, queda atrapado en la masa, lo que origina el aumento de volumen 
característico; el etanol es eliminado por evaporación durante el proceso de cocción, y es 
el que contribuye a dar el aroma al pan horneado. En la industria cervecera, tanto el CO, 
como el etanol son esenciales, ya que el etanol es el producto base de la cerveza y el 
CO, la hace espumosa. En la industria del vino y sus derivados destilados, la cantidad de 
etanol formado es definitiva; además es esencial proteger el vino crudo (mosto) del aire, 
ya que los organismos participantes en la producción del vino, en presencia de oxígeno, 
continúan la oxidación del etanol y producen vinagre o ácido acético. 


Otras opciones fermentativas 


A pesar de que el lactato y el etanol son los productos de fermentación de mayor 
importancia económica, no son las únicas vías fermentativas que tienen los 
microorganismos. Por ejemplo, la fermentación propiónica convierte el piruvato de 
manera reductiva en propionato (CH3-CH,- COO”), reacción importante en la 
producción del queso suizo. Muchas bacterias también son responsables de la 
fermentación del butilenglicol, cuyo producto final es el butirato (en parte responsable del 
olor de las grasas en la mantequilla), la acetona y el isopropanol. Todas las posibilidades 
de fermentación señaladas son sólo variaciones del tema común: la reoxidación del 
NADH por medio de la transferencia de sus electrones a un aceptor orgánico. 


Energética de la glucólisis 


Un aspecto esencial de cada proceso fermentativo es que no hay un aceptor externo de 
electrones involucrado en la reacción y que sólo ocurre una oxidación relativa de unas 
partes de la molécula, en comparación con otras. Esto se puede comprender mejor al 
revisar las reacciones que se presentaron en la fermentación del lactato y del etanol. A 


pesar de que el NAD* actúa como un aceptor de electrones en la vía, este compuesto se 
regenera de forma estequiométrica y, por lo tanto, no se incluye en la reacción final al 
elaborar el balance energético. Debido a que en la fermentación no sucede la oxidación 
completa de la glucosa, se trata de un proceso que libera cantidades limitadas de energía. 
En el caso de la fermentación láctica, por ejemplo, las dos moléculas de lactato que se 
producen a partir de cada molécula de glucosa representan 639 de las 686 kcal de la 
energía libre presente en cada mol de glucosa, ya que la oxidación completa de una 
molécula de lactato tiene un AG”” de -319.5 kcal/mol, lo cual significa que alrededor de 
93% (2 x 319.5 x 100/686) de la energía libre original de la glucosa aún se encuentra 
contenida en las moléculas producto de la fermentación y, por lo tanto, sólo es capaz de 
proporcionar 7% (47 kcal/mol) de la energía libre potencial de la glucosa. ¿De dónde 
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proviene esa energía? La oxidación de un aldehído a un carboxilo (la forma ácida) libera 
más energía de la que se requiere para reducir una cetona a un alcohol; en términos de la 
fermentación láctica, esto significa que la cantidad de energía liberada de la oxidación del 
eliceraldehíido 3-fosfato a 3-fosfoglicerato (carboxilo) (reacciones GLU-6 y GLU-7, figura 
18-4) es mayor que la necesaria para reducir el piruvato a lactato (reacción GLU-11); esta 
diferencia en energía libre es la que permite la síntesis neta de ATP durante la 


fermentación. Explicado de otra manera, el sistema NAD*/NADH + H* ocupa una 
posición intermedia, crítica en términos de la energética de las reacciones de 
oxidorreducción, de la misma forma en que el par ADP/ATP lo es para las reacciones de 


transferencia de fosfato. Esto permite que el NAD* acepte electrones del gliceraldehído 
3-P (reacción GLU- 6) de manera exergónica, mientras que sigue asegurando la 
transferencia subsecuente de electrones del NADH al piruvato, reacción que también es 
exergónica. Los valores de AG”” para ambas reacciones son de hecho —10.3 kcal/ mol 


para la oxidación del gliceraldehído 3-fosfato por el NAD* y -6.0 kcal/mol para la 
reducción del piruvato por el NADH. Considerando las dos triosas que se obtienen de la 
glucosa, el proceso produce (-10.3 x 2 + [-6.0 x 2]) = -32.6 kcal/mol, que corresponde 
a alrededor de 70% del cambio total de energía libre (-47 kcal/mol) que ocurre durante la 
fermentación láctica. 

Es interesante llamar la atención sobre el alto grado de eficiencia que los organismos 
anaerobios tienen para manejar y conservar una parte importante de las -47 kcal/ mol en 
forma de ATP. El rendimiento de ATP es de dos moléculas de ATP por molécula de 
glucosa. Si se consideran los cambios de energía libre estándar, estas dos moléculas de 
ATP representan -14.6 kcal/mol (7.3 por cada molécula de ATP), lo que significa una 
eficiencia aproximada de 31% (14.6 x 100/47). Este valor se compara de manera 
ventajosa con cualquier máquina hecha por el hombre, que, en las condiciones más 
favorables, alcanza una eficiencia máxima aproximada de 25%. Si se considera que, en 
las condiciones celulares, los valores de hidrólisis del ATP son más negativos que las —7.3 
kcal/mol mencionadas, entonces se tiene que la eficiencia de la conservación de energía 
por la maquinaria celular a través de la glucólisis puede llegar hasta 50%. 


Sustratos alternos para la glucólisis 


Hasta ahora se ha señalado a la glucosa como el sustrato inicial de la glucólisis. Si bien es 
cierto que la glucosa representa el sustrato más importante para la fermentación y la 
respiración de un gran número de organismos y tejidos, no quiere decir que sea el único, 
además de que para algunos tejidos, en ciertas circunstancias, tiene poco significado 
desde el punto de vista metabólico. Debido a esto, es válido preguntar cuáles son las 
principales moléculas alternativas para la glucólisis y cómo las maneja la célula. De inicio, 
se debe establecer un principio: sin importar la naturaleza química de los sustratos, éstos 
deben transformarse con rapidez en una molécula que pueda ser incorporada a alguno de 
los intermediarios en la vía de la glucólisis. Para enfatizar este punto, más adelante en 
este capítulo se consideran dos clases de sustratos alternos diferentes, otros carbohidratos 
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simples y los carbohidratos de almacenamiento. 


Regulación de la glucólisis 


Uno de los propósitos de la vía glucolítica es la producción de ATP, lo que hace 
necesario que la vía sea continua y regulada de manera precisa para mantener en 
equilibrio el metabolismo energético celular. Esta regulación se realiza de dos maneras: 
controlando la velocidad de conversión de la glucosa en piruvato, y regulando la cantidad 
de glucógeno que es transformado en glucosa libre. Existen dentro de la glucolisis tres 
reacciones que pueden ser consideradas como irreversibles dentro de las condiciones 
fisiológicas de las células, y que son catalizadas por la hexocinasa, la fosfofructocinasa 
I y la piruvato cinasa; estas tres enzimas constituyen también los principales sitios de 
regulación de la vía. 

La principal reacción que controla el flujo de glucosa por la glucólisis es la reacción 
catalizada por la fosfofructocinasa I, enzima alostérica que es inhibida (moduladores 
negativos) por el ATP, los ácidos grasos y el citrato, este último intermediario del ciclo de 
Krebs, y activada (moduladores positivos) por AMP, ADP y fructosa 2,6-bisfosfato, lo 
que da lugar a un punto en extremo sensible al estado de balance energético de la célula, 
definido como el cociente del par ATP/ADP. Cuando en la célula aumentan el ATP y el 
citrato, se inhibe la fosfofructocinasa I, y se acumulan fructosa 6-fosfato y glucosa-6- 
fosfato, con lo que disminuye la actividad de la vía glucolítica. Cuando aumenta la 
concentración de fructosa 2,6-bisfosfato, ADP o AMP, la enzima se reactiva, de lo que 
resulta en el aumento de la entrada de sustratos a la vía glucolítica, y el decremento la 
concentración de fructosa 6-fosfato y de glucosa-6-fosfato. La reacción en que participa 
la fosfofructocinasa 7 es la primera reacción particular a la vía glucolítica en la que los 
carbohidratos son introducidos de manera irreversible al proceso degradativo, ya que la 
elucosa-6-fosfato y la fructosa 6-fosfato son intermediarios comunes a otras vías 
metabólicas de la célula, de manera que los pasos GLU-1 y GLU-2 (figura 18-3) son 
reacciones generales que participan en una diversidad de vías metabólicas de 
interconversión de hexosas. 

Un aspecto interesante de la regulación en la vía glucolítica es la doble función del ATP 
en la reacción de fosforilación de la fructosa 6-fosfato (GLU-3). Por un lado, es un 
inhibidor alostérico de la enzima; por otro, es sustrato para la fosforilación de la fructosa 
6-fosfato. Lo anterior es una aparente contradicción, ya que, al aumentar los niveles de 
ATP, al mismo tiempo debería incrementarse la velocidad de la reacción catalizada por la 
enzima, e inhibirse la misma reacción debido al efecto del ATP como inhibidor alostérico. 
Esta situación es resuelta por la enzima, debido a que su sitio catalítico (sitio activo de la 
enzima) y el sitio efector (sitio alostérico) difieren mucho en sus afinidades por el ATP. El 
sitio activo tiene alta afinidad (baja Km) por el ATP, mientras que la afinidad por el ATP 
del sitio efector es baja. De esta manera, a bajas concentraciones de ATP, la unión del 
ATP ocurre con el sitio catalítico, pero no con el alostérico; con ello, la enzima 
permanece activa y funcional. A altas concentraciones de ATP, el nucleótido se une 
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también al sitio alostérico, desactivando la enzima, lo que convierte este paso en el 
limitante de la vía glucolítica. 

El efecto del nivel de ATP sobre la cinética de la fosfofructocinasa / se muestra en la 
figura 18-6. A bajas concentraciones de ATP, la dependencia de la velocidad sobre la 
concentración de sustrato sigue la cinética clásica de Michaelis-Menten, pero a 
concentraciones altas de ATP, la curva de actividad enzimática es sigmoidea, lo que, 
como se expone en el capítulo 10, se reconoce como característica distintiva de una 
enzima con regulación alostérica. 


Velocidad inicial 


[Fructosa 6-fosfato] 


Figura 18-6. Gráfica que ilustra la actividad de la fosfofructocinasa en la reacción GLU-3. Como se puede 
observar, la cinética de la enzima es dependiente de la concentración de ATP en el medio. A baja concentración, la 
enzima muestra un comportamiento cinético de tipo Michaelis-Menten, mientras que en presencia de 
concentraciones altas de ATP, la actividad cinética de la enzima es de tipo sigmoideo. 


Además de su sensibilidad a ATP, ADP y AMP, la fosfofructocinasa 7 es inhibida de 
manera alostérica por el citrato y por los ácidos grasos. La sensibilidad al citrato 
proporciona una unión regulatoria de gran importancia entre la glucólisis y el ciclo de 
Krebs o de los ácidos tricarboxílicos; de este ciclo, el ácido cítrico es el intermediario 
inicial. Este tipo de regulación asegura que los dos estadios de la respiración sean 
regulados de manera estrecha uno respecto al otro. Cuando la concentración de citrato 
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aumenta por sobreproducción de acetil-CoA (sustrato alimentador del ciclo de Krebs y 
formado a partir de piruvato o de ácidos grasos), se une a la fosfofructocinasa I 
inhibiéndola, con lo que asegura que la vía se acople a las necesidades celulares, 
reduciendo su velocidad. De modo semejante, cuando los ácidos grasos se encuentran 
accesibles para ser degradados y generar ATP a través del mecanismo metabólico de la f- 
oxidación, la inhibición de la glucólisis por los ácidos grasos permite que la vía se 
detenga, favoreciendo la utilización de éstos últimos para la formación de ATP. 

El modulador alostérico positivo más potente de la fosfofructocinasa I, y con más 
influencia sobre la velocidad de flujo de monosacáridos a través de la glucólisis, es la 
fructosa 2,6-bisfosfato, la cual revierte la inhibición producida por el ATP, aumenta la 
afinidad de la enzima por su sustrato y activa la glucólisis. Por consiguiente, el estudio de 
la poza de fructosa 2,6-bisfosfato es relevante. La fructosa 6-fosfato y el ATP, en 
presencia de la enzima fosfofructocinasa-2, forman la fructosa 2,6-bisfosfato, mientras 
que la fructosa bisfosfatasa-2 es la enzima que cataliza la conversión de la fructosa 2,6- 
bisfosfato en fructosa 6-fosfato (figura 18-7). Las reacciones enunciadas son de interés por 
varios hechos. La fosfofructocinasa-2 es estimulada por la fructosa 6-fosfato, y la 
fructosa bisfosfatasa-2 es inhibida por la misma fructosa 6-fosfato; de ahí que un 
aumento en la poza celular de fructosa 6-fosfato, aparte de servir como sustrato de la 
elucólisis, asegura un aumento en la fructosa 2,6-bisfosfato, con lo que además se activa 
la glucólisis. Pero tal vez el dato más interesante es que la fosfofructocinasa- 2 y la 
fructosa bisfosfatasa-2 son la misma proteína con actividad opuesta. Además, si está 
fosforilada, tiene actividad de fosfatasa y degrada la fructosa 2,6-bisfosfato; pero, si está 
desfosforilada, muestra actividad de cinasa y sintetiza la fructosa 2,6-bisfosfato. El 
control del estado de fosforilación de la enzima bifuncional es hormonal, a través del 
glucagon. El decremento de la concentración de la glucosa en sangre estimula las células 
a de los islotes de Langerhans del páncreas para secretar glucagon a la circulación. La 
unión del glucagon a sus receptores hepáticos aumenta la poza de AMP cíclico, que a 
través de una cascada de reacciones activa la fosforilación de la enzima con doble 
actividad (figura 18-8). Dicha enzima fosforilada actúa como fructosa bisfosfatasa-2 y 
disminuye los niveles de fructosa 2,6-bisfosfato; por ende, inhibe la fosfofructocinasa I 
y la glucólisis (figura 18-8). Al disminuir esta última se favorece la síntesis de glucosa 
(gluconeogénesis) y que el glucógeno hepático almacenado salga como glucosa hacia la 
circulación y tienda a incrementar la concentración de glucosa sanguínea (contribuyendo 
a la regulación de la glucemia). 
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Hormonas (ejem. Glucagon) 


cAMP 


«Gr 


INHIBE 


GLUCOLISIS 
ADP 


ESTIMULA 
GLUCÓLISIS 


ATP 


Fructosa : : Fructosa 
> Fructosa bifosfatasa-2 Fructosa bifosfatasa-2 a + ADP 
6-fosfato inactiva 6-fosfato 


ESTIMULA 
GLUCONEOGENESIS 


Figura 18-7. El control de la poza metabólica de fructosa 2,6-bisfosfato regula a su vez la glucólisis y la 
gluconeogénesis de manera recíproca. La fosfofructocinasa-2 (PFK-2) es una enzima bifuncional con actividad 
de cinasa y de fosfatasa. Ambas actividades se regulan de manera opuesta, por lo que sólo una de las dos puede 

ser activa a la vez. La PFK-2 se regula también por fosforilación estimulada por hormonas. De esta forma, los 
niveles elevados de fructosa 2,6-bisfosfato estimulan la glucólisis e inhiben la gluconeogénesis, y viceversa. 
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(Activa) fosfofructocinasa-2 Fostofructocinasa-2 (Inactiva) 
(Inactiva) fructosa 2,6-bisfosfatasa Fructosa 2,6-bisfosfatas: (Activa) 
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Fructosa 6-fosfato TT Fructosa 2,6-bisfosfato r Fructosa 6-fosfato 
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Fosfofructocinasa-1 


Glucosa ————=> Fructosa TV Fructosa 1,6-bisfostato ———= Piruvato 


ATP ADP 


Figura 18-8. Mecanismo molecular del efecto inhibitorio del glucagon a través del control alostérico de la 
fructosa 2,6-bifosfato sobre la glucólisis. La hormona, al unirse al receptor, activa la adenil ciclasa y aumenta la 
síntesis de AMPc, el cual activa una proteína cinasa específica. Dicha proteína cinasa activa fosforila a una sola 

enzima bifuncional, que fosforilada tiene actividad de fructosa 2,6-bifosfatasa y transforma la fructosa 2,6- 
bifosfato en fructosa 6-fosfato, con lo que se reduce la poza de fructosa 2,6-bifosfato y deja de activarse la 
fosfofructocinasa 1 que transforma la fructosa 6-fosfato en fructosa 1,6-bifosfato, por lo que disminuye el flujo 
de monosacáridos a través de la vía glucolítica. En la figura, las flechas verticales representan activación de la 
reacción señalada con flechas horizontales. Las flechas azules representan las reacciones que ocurren en ausencia 
de glucagon, y las rojas las que ocurren en su presencia. La imagen del glucagon y su receptor fue elaborada por 
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David S. Goodsell, Scripps Research Institute, bajo licencia de Creative Commons 3.0. 


Un segundo punto de regulación de la glucólisis lo constituye la hexocinasa, la enzima 
que cataliza la primera reacción de la glucólisis (GLU-1). Esta enzima es inhibida por su 
propio producto, la glucosa-6-fosfato. La inhibición de la fosfofructocinasa I permite 
que la glucosa-6-fosfato no se utilice y en consecuencia se acumule e inhiba su propia 
formación a nivel de la hexocinasa. Esta inhibición permite que la glucosa pueda 
canalizarse a otras vías, como por ejemplo, la gluconeogénesis. 

El tercer punto de regulación importante, lo constituye la enzima piruvato cinasa, la 
enzima que cataliza la tercera reacción irreversible de la glucólisis, y que es activada de 
forma alostérica por AMP y fructosa 1.6-bisfosfato, e inhibida de manera alostérica por 
ATP, acetil-CoA y alanina, un aminoácido gluconeogénico que puede formar piruvato. En 
resumen, podemos decir que cuando la carga energética de la célula es alta, y existe un 
suministro suficiente de otros sustratos alternativos que permitan la síntesis de ATP, la 
elucólisis completa es inhibida a través estas enzimas reguladoras. 
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Gluconeogénesis 


El proceso glucolítico, está constituido por 10 reacciones sucesivas, de las cuales siete 
son reversibles, pero tres (catalizadas por las enzimas reguladoras) son irreversibles por 
lo que podemos considerar a la vía completa como irreversible; y sin embargo, en 
condiciones apropiadas, el lactato puede ser transformado en glucosa dentro de las 
células, es decir, ocurre la gluconeogénesis. La glucólisis y la gluconeogénesis son vías 
metabólicas de forma estrecha relacionadas y, si bien comparten siete reacciones, son 
diferentes en cuanto a sustratos, productos, gasto energético, regulación, etc. (cuadro 18- 
1). En condiciones fisiológicas, sólo opera una de las dos vías a la vez, pues no tendría 
sentido que al mismo tiempo se convirtiera la glucosa en lactato y el lactato en glucosa. 
Esto se logra, utilizando enzimas diferentes en las etapas de regulación (las reacciones 
irreversibles de la glucólisis). En una persona, las reservas de carbohidratos satisfacen las 
necesidades fisiológicas por unas 24 h a lo máximo. En caso de ayuno prolongado, a 
través de la gluconeogénesis se obtiene la glucosa para proveer de energía a las células 
(en mayor medida al tejido nervioso), se libera glicerol del tejido adiposo y, a partir de la 
poza de aminoácidos, se suministran los intermediarios del ciclo de los ácidos 
tricarboxílicos que pueden dar lugar también a la formación de glucosa. 


Cuadro 18-1. Comparación entre la glucólisis y la gluconeogénesis en los mamíferos 


Sustratos Glucosa, glucógeno, otras hexosas y NAD” Piruvato, ATP, GTP y NADH (además, 
compuestos generadores de piruvato, p. ej., 
alanina) 

Productos Piruvato, ATP y NADH (en anaerobiosis: lactato o Glucosa, glucógeno, ADP, GDP y NAD* 

glicerol y ATP) 

Energía Libera Requiere 

Reacciones Siete reacciones de la glucólisis son comunes a la gluconeogénesis 

comunes 

Reacciones Glucosa a glucosa-6-fosfato, Glucosa-6-fosfato a glucosa, 

particulares Fructosa 6-fosfato a fructosa 1,6-bisfosfato Fructosa 1,6-bisfosfato a fructosa 6-fosfato 

Fosfoenol piruvato a piruvato (un paso) Piruvato a fosfoenolpiruvato (dos pasos) 

Sitios de Tres de las reacciones particulares Dos de las reacciones particulares 

regulación 

Situación Abundante disponibilidad de carbohidratos celulares. Poca disponibilidad de carbohidratos celulares 

fisiológica en la Estado posabsortivo (después de completar la digestión) Ayuno 

que opera 

Principal tejido Músculo Hígado 

donde ocurre 

Fracción Exclusivamente el citosol Citosol y mitocondria 

subcelular donde 

se realiza 
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De lactato a fosfoenolpiruvato 

El lactato se convierte primero en piruvato y éste pasa a fosfoenolpiruvato. La 
deshidrogenasa láctica es abundante en los tejidos y, aunque el equilibrio de la reacción 
está desplazado hacia la formación de lactato, la conversión de lactato en piruvato es 
reversible, siempre y cuando exista suficiente NAD* en el citosol de la célula, que es 
donde ocurre la reacción: 


coo- coo- 
| | 
H— C— OH + NAD+ ¿4 > C=O +NADH+ H+ 
| | 
CH3 CH3 


Lactato Piruvato 


Como la poza citosólica de NAD*/NADH es pequeña, cuando el lactato que participa en 
la gluconeogénesis es mucho, se requiere un mecanismo eficiente para transformar el 


NADH formado en nuevo NAD”, que garantice la continuación del proceso. El 
mecanismo se estudia más adelante en la sección de lanzaderas dentro de este mismo 
capítulo. La reacción catalizada por la piruvato cinasa (reacción GLU-10 de la figura 18- 
3), que transforma el fosfoenolpiruvato y el ADP en piruvato y ATP, tiene un AG” = — 
7.5 kcal/mol, lo que la hace irreversible en las condiciones de la célula. Por lo tanto, para 
que en la ruta gluconeogénica el piruvato se convierta en fosfoenolpiruvato, se requiere 
otra vía capaz de librar dicha barrera energética. El piruvato entra en la mitocondria, 
donde la enzima mitocondrial piruvato carboxilasa le adiciona CO» y lo convierte en 
oxalacetato en una reacción dependiente de biotina, ATP y acetil-coenzima A (figura 18-9). 
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CO, ATP ADP + Pi GTP GDP + Pi 


COOH 
| 
c 3 Biotina ni 2 
c=0 c=o 
Lo a Piruvato e z Fosfoenolpiruvato EA 
carboxilasa carboxicinasa CO, 
Piruvato Oxalacetato Fosfoenolpiruvato 


Figura 18-9. Formación de oxalacetato y fosfoenolpiruvato a partir del piruvato. 


La biotina, vitamina del complejo B, actúa como coenzima y se une al CO, antes de 
transferirlo al piruvato; el ATP aporta la energía para la reacción. El oxalacetato, para ser 
metabolizado en esta vía, debe salir de la mitocondria; esto se logra a través de su 
reducción con NADH, transformándose en malato; así, pasa al citosol donde se oxida 
con NAD” para regenerar el oxalacetato y NADH, lo que puede agudizar la necesidad de 


NADF, en el citosol, para la transformación de cantidades grandes de lactato en piruvato. 
El resto de la gluconeogénesis continúa en el citosol (figura 18-10). 
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Figura 18-10. Vías gluconeogénicas en el hígado. Los aminoácidos sufren la transaminación correspondiente y el 
glicerol es fosforilado con gasto de ATP. 


La fosfoenolpiruvato carboxicinasa descarboxila el oxalacetato y le transfiere un 
fosfato del GTP para generar fosfoenolpiruvato y GDP. En resumen, la fosforilación del 
piruvato para formar fosfoenolpiruvato gasta dos moléculas de alto contenido energético, 
una de ATP y otra de GTP (figura 18-9), suficientes para superar la barrera energética 
mencionada. 
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De fosfoenolpiruvato a glucosa-6-fosfato 


Se requiere la formación de dos moléculas de fosfoenolpiruvato para convertirlas en 
fructosa 1,6-bisfosfato, merced a la reversibilidad de las reacciones GLU-4 a GLU-9 
(figura 18-3). El flujo neto hacia la formación de la fructosa 1,6- bisfosfato es tanto más 
fácil cuanto mayor sea la poza de fosfoenolpiruvato, pero además se requiere de 
abundancia de ATP para revertir la reacción del 3-fosfoglicerato a 1,3-bisfosfoglicerato, 
reacción Glu-7 (figura 18-3). Asimismo, es indispensable el exceso de NADH para pasar 
del 1,3-bisfosfoglicerato al gliceraldehído 3-fosfato, reacción Glu-6 (figura 18-3). Dos de 
las reacciones mencionadas en párrafos anteriores forman las cantidades importantes de 
NADH citosólico requeridas para la etapa GLU-6 en el sentido de la gluconeogénesis; las 
dos reacciones son la conversión de lactato en piruvato y la de malato en oxalacetato. 

La transformación de la fructosa 1,6-bisfosfato en fructosa 6-fosfato por medio de la 
reacción GLU-3 también representa una barrera energética y es irreversible. El cambio se 
logra por medio de otra reacción que no está acoplada a la formación de ATP. Así, la 
conversión de la fructosa 1,6-bisfosfato en monofosfato se lleva a cabo por la actividad 
de una fructosa 1,6-bisfosfatasa específica que libera fosfato inorgánico y fructosa 6- 
fosfato en el hígado, la cual se transforma en glucosa-6-fosfato y por último en glucosa 
libre, disponible como glucosa sanguínea. De nuevo, es irreversible por razones 
energéticas la transformación de la glucosa-6-fosfato en glucosa por medio de la reacción 
GLU-1 y con la participación del ATP. Una glucosa-6-fosfatasa, presente en hígado, 
riñón y tubo digestivo, transforma la hexosa fosforilada en glucosa libre. La ausencia de 
la glucosa-6-fosfatasa en tejidos, como el muscular, impide que este último pueda aportar 
glucosa a la sangre a partir de la glucosa-6-fosfato muscular. Los precursores más 
importantes de la gluconeogénesis se incluyen en la figura 18-10. 


Balance energético de la gluconeogénesis 


La gluconeogénesis requiere energía. En resumen, se necesitan dos moléculas de lactato 
para formar una de glucosa; la suma global de las reacciones de la gluconeogénesis es: 


2 lactato + 4 ATP + 2 GTP + 2 NADH + 4H" + 6 H,O 
+ 2NAD” => glucosa + 4 ADP + 2 GDP 
+ 2 NAD* + 6 Pi + 2 NADH + 2 H* 


Como puede notarse, la oxidación del lactato aporta las moléculas de NADH que se 
requieren para la síntesis de glucosa, pero si la gluconeogénesis inicia a partir de piruvato, 
entonces se requieren más moléculas de NADH de las que se regeneran. El equilibrio de 
estas reacciones está desplazado a la derecha, siempre y cuando a partir del NADH se 


regenere el NAD”; es un proceso irreversible, como lo es la glucólisis, pero mientras en 
ésta se producen dos moléculas de ATP por cada glucosa degradada a lactato, en la 
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eluconeogénesis se gastan cuatro moléculas de ATP y dos de GTP al convertir dos 
lactatos en una glucosa. 


Otros sustratos gluconeogénicos 


La conversión de lactato en glucosa es el camino clave de la gluconeogénesis; sin 
embargo, el lactato no es el único sustrato de la vía. Se consideran sustratos de la 
eluconeogénesis los metabolitos que se convierten en lactato o en cualesquiera de los 
intermediarios de la vía (figura 18-10). Así, la alanina por transaminación origina piruvato. 
Los intermediarios del ciclo de los ácidos tricarboxílicos se transforman en oxalacetato, el 
cual puede convertirse en glucosa o se forma por transaminación del aspartato. Los 
mamíferos no pueden efectuar una transformación neta de ácidos grasos en glucosa o 
glucógeno; en cambio, el glicerol, componente de muchos lípidos, sí puede convertirse en 
glucosa. 


Regulación de la gluconeogénesis 


La enzima clave de la regulación de la gluconeogénesis es la piruvato carboxilasa, cuyo 
activador alostérico indispensable es la acetil-coenzima A. El acetato de la acetil- 
coenzima A proviene del piruvato; la acetil-coenzima A (acetil-CoA) es el inhibidor 
alostérico de su propia síntesis y, a la vez, el alimentador por excelencia del ciclo de 
Krebs o de los ácidos tricarboxílicos. Por lo tanto, una poza alta de acetil-CoA permite el 
funcionamiento adecuado del ciclo de Krebs, impulsa la conversión de piruvato en 
oxalacetato e impide la formación de más acetil-CoA a partir de piruvato. Así, la reacción 
inicial de la gluconeogénesis es el primer sitio de su regulación. El segundo sitio de 
control es el paso de la fructosa 1,6-bisfosfato hacia fructosa 6-fosfato. La fructosa 1,6- 
bisfosfatasa es inhibida por el AMP y la fructosa 2,6-bisfosfato; ambos, a su vez, 
estimulan el paso opuesto, es decir, la síntesis de fructosa 1,6-bisfosfato. Es una 
regulación recíproca y coordinada; un aumento de ATP disminuye la glucólisis al inhibir 
el paso de la fructuosa 6-fosfato a fructosa 1,6-bisfosfato; como esto coincide con bajos 
niveles de AMP, se favorece la reacción inversa propia de la gluconeogénesis. Al 
contrario, un aumento de AMP estimula la glucólisis al activar el paso de la fructosa 6- 
fosfato a fructosa 1,6-bisfosfato y de forma simultánea inhibe la reacción inversa, propia 
de la gluconeogénesis, catalizada por la fosfatasa. 


Papel de las hormonas en la gluconeogénesis 


La insulina disminuye la gluconeogénesis al reprimir la síntesis de las enzimas del proceso 
(piruvato carboxilasa, fosfoenolpiruvato carboxicinasa, fructosa 1,6-bisfosfatasa y 
glucosa-6-fosfatasa) y facilita la glucólisis. Por el contrario, glucocorticoides, glucagon y 
adrenalina inducen la síntesis de dichas enzimas y activan la gluconeogénesis. 


622. 
booksmedicos.org 


Interrelaciones de los órganos en la gluconeogénesis 


En los mamíferos, el hígado, y de manera secundaria, el riñón, son los órganos en que se 
realiza la mayor parte de la gluconeogénesis. Otros tejidos, como el muscular y el 
adiposo, intervienen enviando, a través de la sangre, sustratos apropiados para ser 
convertidos por el hígado en glucosa. 

El primer proceso identificado fue el ciclo del ácido láctico o ciclo de Cori, y 
comprende la serie de reacciones para regenerar glucosa en el hígado a partir del lactato 
muscular (figuras 18-5 y 18-11); la glucólisis anaerobia en el músculo convierte el glucógeno 
en lactato. La condición de anaerobiosis en el músculo, el exceso de lactato generado y la 
ausencia de la piruvato carboxilasa en músculo favorecen el paso de lactato a la sangre 
para ser captado más tarde por el hígado, donde por medio de la gluconeogénesis se 
convierte una vez más en glucosa o glucógeno. El glucógeno hepático puede generar 
glucosa sanguínea, pero el glucógeno muscular no libera glucosa debido a que el músculo 
carece de glucosa-6-fosfatasa. Esta situación metabólica del músculo facilita que el 
piruvato capte un grupo amino, por transaminación, para convertirse en alanina. En 
condiciones fisiológicas, hay un flujo continuo y neto de alanina del músculo al hígado, 
donde es desaminada y transformada de manera parcial en glucosa (figura 18-11). 


acilglicéridos 
7 Tejido 
pan adiposo 
Glicerofostato-4* Gjjesrol 
Ácidos grasos Ácidos grasos Músculo 


j 


Glucógeno Glucógeno 


Glicerol ——— Glucosa Glucosa 


| Sangre 
Piruvato +—> Lactato Lactato Lactato «——— Piruvato 
rea <— -NH 
uea 2 N Aminoácidos ——>» -NH; 


Alanina Alanina Alanina 


Figura 18-11. El metabolismo de la glucosa y metabolitos relacionados en el músculo, el hígado y el tejido 
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adiposo. 


El tejido adiposo libera de manera continua glicerol. Por lo tanto, el glicerol formado 
por la degradación continua de los triacilglicéridos almacenados en los adipocitos sale a la 
circulación y es captado por el hígado para su posible conversión en glucosa (figura 18-11). 


POA clínico 


Hipoglicemia e intoxicación alcohólica 


Hasta mediados de la década de los años cincuenta, se consideraba que todos los problemas de salud asociados al abuso en el 
consumo de etanol se debían a la malnutrición concomitante que se observa en los individuos alcohólicos. Hoy en día se sabe que 
muchos de estos daños son generados por el etanol per se. Uno de estos efectos deletéreos es la hipoglucemia observada en 
individuos que sufren una intoxicación alcohólica aguda. De hecho, cerca de la mitad de los pacientes que ingresan a las unidades de 
emergencia de los hospitales con un cuadro de hipoglucemia severo, presentan también intoxicación por etanol. Esta correlación se 
debe a que durante el curso del metabolismo del etanol, se inhibe la síntesis de glucosa en las células hepáticas. Las bebidas 
alcohólicas contienen importantes cantidades de etanol, las cuales se absorben de forma mayoritaria en el intestino y llegan en 
primer lugar al hígado a través de la vena porta. El etanol atraviesa de manera libre las membranas celulares e inunda todos los 
tejidos corporales. Un individuo intoxicado por alcohol, puede tener concentraciones de etanol en sangre del orden de 50 mmol/L, 
una concentración que es 10 veces más alta que la de glucosa circulante. El metabolismo del etanol no está regulado, por lo que se 
metaboliza de manera inmediata por alcohol y aldehído deshidrogenasas hepáticas, las cuales lo oxidan primero a acetaldehído, y 


después a acetato, generando en cada paso de oxidación, una molécula de NADH a partir de NAD”. De esta forma se genera de 
forma transitoria, mucho más NADH del que la célula puede utilizar, por lo que se genera con rapidez un desbalance en el equilibrio 


[NAD*]/[NADH]. Este desbalance tiene un profundo impacto en todas las vías metabólicas que utilizan el par NAD*/NADH. 
Así por ejemplo, el equilibrio entre lactato y piruvato se desplaza a la formación de lactato (generando una severa acidosis láctica), 
y una importante disminución en la concentración de piruvato. Esto último, deja sin sustrato a la gluconeogénesis, y explica por 
qué se observa una importante hipoglucemia en los individuos intoxicados por etanol. 
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Catabolismo de carbohidratos diferentes de glucosa 


Diversos tipos de azúcares diferentes de glucosa se encuentran en la naturaleza y pueden 
ingresar en la célula para ser metabolizados o almacenados. La mayoría son hexosas o 
pentosas, aunque predominan las primeras. Cada uno de estos azúcares tiene vías 
específicas que los incorporan a la vía glucolítica. La fosforilación de las hexosas se 
realiza mediante enzimas catalizadoras de la transferencia irreversible del fosfato del 
ATP. Existen dos tipos de enzimas; un tipo es el de la hexocinasa, con Km baja para la 
glucosa, poca especificidad y ampliamente distribuida; por ejemplo, la hexocinasa del 
hígado fosforila fructosa, manosa y glucosa. El otro tipo está constituido por diferentes 
cinasas, específicas para cada hexosa, glucocinasa, galactocinasa, entre otras, con Km 
más altas y presentes sólo en ciertos tejidos. 

La glucocinasa tiene una Km de alrededor de 10 mM para la glucosa (180 mg por 100 
mL), que es el valor fisiológico de la concentración de glucosa en la sangre de la vena 
porta y las células hepáticas, permeables de forma libre a la glucosa. En esta situación, la 
velocidad con que la glucocinasa fosforila la glucosa se ajusta de manera automática a 
los cambios en la concentración de la glucosa circulante. El producto final, la glucosa-6- 
fosfato, no inhibe la glucocinasa, a diferencia de lo observado con la hexocinasa. La 
actividad de glucocinasa disminuye de manera notable en los hepatocitos en el ayuno o 
en la diabetes, es decir, cuando no hay carbohidratos o no pueden aprovecharse, y 
aumenta una vez más al administrar alimentos o insulina, hormona inductora de la 
síntesis de la glucocinasa en la celdilla hepática. En el músculo, el trabajo de 
fosforilación lo realiza la hexocinasa. 

Las iso merasas específicas catalizan de manera reversible la conversión de la glucosa- 
6-fosfato en fructosa 6-fosfato y de ésta en manosa 6-fosfato. La conversión de la 
galactosa 1-fosfato (proveniente de la fosforilación dependiente de ATP de la galactosa 
por la galactocinasa) en glucosa-6-fosfato y viceversa sigue una vía más compleja 
(figura 18-12). La galactosa 1-fosfato uridil-transferasa cataliza una reacción de 
intercambio entre la molécula de glucosa presente en el UDP-glucosa (uridin-difosfato de 
glucosa) y la galactosa 1-fosfato, lo que produce UDP-galactosa y glucosa 1-fosfato; es 
decir, se ha pasado la molécula de galactosa al sitio que ocupaba la glucosa en el 
nucleótido de uridina. La UDP galactosa formada es susceptible al ataque de una 
epimerasa, cuya acción modifica la posición del OH y el H en el carbono 4 del 
monosacárido y convierte la galactosa en glucosa, la cual puede seguir cualquiera de sus 
caminos metabólicos. Ciertos individuos no pueden metabolizar la galactosa y sufren 
enfermedades hereditarias, galactosemias, debido a deficiencias de alguna de las tres 
enzimas mencionadas antes, lo que provoca aumento de la galactosa 1-fosfato y otros 
metabolitos en hígado, ojo y cerebro, que causan ictericia, cataratas y retraso mental. 
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Figura 18-12. Metabolismo de la galactosa. La galactosemia más conocida es la debida a la carencia de la uridil 
transferasa. 


Conversión de la glucosa-6-fosfato en glucosa 


La glucosa-6-fosfato sólo puede salir de las células perdiendo el fosfato. En hígado, riñón 
e intestino, la glucosa-6-fosfatasa produce la hidrólisis irreversible del éster para dar 
glucosa y ortofosfato (fosfato libre): 


Glucosa 6-fosfato + HO ————*- glucosa + H,POg 


626, 
booksmedicos.org 


Por lo tanto, existe un camino para la fosforilación de la glucosa y otro distinto para su 
desfosforilación. En el músculo, como no existe glucosa-6-fosfatasa, la glucosa-6- 
fosfato no se convierte en glucosa. El control de la fosforilación de las hexosas depende 
en gran parte de la concentración del ATP; cuando disminuye éste, desciende la 
fosforilación. Por otro lado, el uso de la hexosa fosforilada favorece la fosforilación de la 
hexosa no fosforilada. 

En el caso del hígado, la fosforilación de la glucosa se incrementa cuando aumenta la 
síntesis de la glucocinasa y este aumento parece ser una de las acciones más 
importantes de la insulina. La glucosa tiene gran facilidad para entrar a la celdilla 
hepática, lo que no ocurre en el músculo y en el tejido adiposo, pues aquí la insulina debe 
actuar sobre la membrana produciendo un aumento de la permeabilidad a la hexosa. 


Metabolismo del etanol 


El etanol se origina como un producto final de la fermentación en las levaduras. El ser 
humano no forma etanol como un intermediario de su metabolismo, pero sí tiene una 
enorme capacidad de oxidarlo, a pesar de que no constituye un alimento regular de todos 
los seres humanos. La mayor parte de la población no ingiere etanol, y de ninguna 
manera se requiere para mantener un adecuado estado de salud. Por la fermentación 
alcohólica intestinal se producen cerca de 3 g diarios de etanol, pero el individuo adicto 
llega a consumir cantidades superiores a los 500 g al día. Como además la oxidación del 
etanol libera 7 kcal/g, para el individuo que lo consume en exceso el etanol puede llegar a 
ser la única fuente de calorías. En esta situación se dice que el etanol produce “calorías 
vacías”, porque aporta una cantidad importante de calorías, pero no están acompañadas 
de la presencia de aminoácidos ni vitaminas, por lo que no pueden sintetizarse las 
moléculas estructurales de la célula. Casi todos los tejidos disponen de enzimas con 
capacidad de oxidar el etanol; sin embargo, al ser consumido en exceso, el hígado es el 
principal órgano que lo oxida. Se han descrito tres sistemas enzimáticos que oxidan etanol 
y que producen acetaldehído: el de las alcohol deshidrogenasas, el sistema 
microsomal oxidante de etanol (MEOS, por sus siglas en inglés) y el de la catalasa 
(figura 18-13). El único que se comenta en este texto, por ser el más importante, es el del 
alcohol deshidrogenasas. Estas enzimas se localizan en especial en el citosol del 


hepatocito, utilizan NAD" como coenzima y forman NADH y acetaldehído. El 
acetaldehído, por ser un compuesto más reactivo que el etanol, se considera el principal 
responsable de los efectos tóxicos provocados por el abuso en el consumo de etanol. 
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Figura 18-13. Reacciones de oxidación enzimática del etanol a acetaldehído y acetato (A). En el hígado, el 
metabolismo del etanol se desarrolla en diferentes compartimentos (B) con la participación de las alcohol 
deshidrogenasas (ADH), aldehido deshidrogenasas (ALDH), la catalasa, los citocromos P450 (CYP2E1), y la 
aldehído oxidasa. En estas dos últimas reacciones se forma H207 que puede resultar tóxico para la célula. El 


acetaldehído por sí mismo es también muy tóxico porque reacciona espontáneamente con otros metabolitos 

formando aductos que pueden incluso inactivar proteínas o causar mutaciones. Esquema B modificado con 

permiso de Saavedra-Molima et al., (2016). En Lake-Bakaar G (ed). Alcohol and the liver, Chapter 9. Nova 
Science Publishers. 


Dicho acetaldehído penetra en la mitocondria y mediante otra oxidación catalizada por 


la acetaldehído deshidrogenasa, con la participación del NAD* (figura 18-13), 
convierte en acetato, el cual se une a la coenzima A (CoA) y forma acetil-CoA, para su 
oxidación en el ciclo de Krebs o para la síntesis de ácidos grasos. 

Es suficiente el contenido de alcohol de una cerveza, bebida en unos minutos, para 


convertir toda la poza de NAD* presente en el citosol del hepatocito en NADH, y 


comprometer por casi una hora las reacciones citosólicas que requieran de NAD”; así, se 
observa que, en condiciones experimentales apropiadas, el etanol inhibe la glucólisis y la 
eluconeogénesis. Son varias las razones por las que esto sucede. En primer lugar, el 
número de moles de etanol en una cerveza es varias veces mayor que el número de 
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moles de NAD” contenido en el citosol del hepatocito. En segundo lugar, la membrana 
celular y la mitocondrial son impermeables al NADH, por lo que esta molécula no puede 
atravesar por sí misma la membrana mitocondrial, para ser oxidada en la cadena 
respiratoria. En tercer lugar, todas las deshidrogenasas presentes en el citosol del 


hepatocito, cuya coenzima es el NAD*, comparten la misma poza de NAD* y compiten 


por ella; en el caso de que todo el NAD* sea convertido en NADH, como sucede al ser 
oxidado el contenido de etanol de una cerveza, habrá una limitación importante en la 


velocidad de las reacciones que requieran la cada vez más escasa poza de NAD*; son 
ejemplos importantes las reacciones catalizadas por la gliceraldehído 3-fosfato 
deshidrogenasa (figura 18-3, reacción Glu-6), en cuyo caso se inhibirá la glucólisis, y por 
las deshidrogenasas del lactato, malato y 3-glicerofosfato (figura 18-10 y 18-14), en 
cuyo caso se inhibirá la gluconeogénesis. En cuarto lugar y muy importante, la 
regeneración del NAD* citosólico a partir del NADH citosólico —es decir, la oxidación del 
NADH en el citosol del hepatocito para volver a tener NAD'— sucede en un proceso 
denominado “lanzadera de equivalentes reductores” que se revisa enseguida, el cual es 
más lento en su funcionamiento que la oxidación de una carga del etanol contenido en 
una bebida alcohólica. 


H0 Pi 
HC — OH NADH + H* NAD* HC — OH > HC — OH 
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H C = 0 — HC- 0- H C — OH 
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fosfato : 
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y 
Triacilglicéridos 
fosfolípidos 


Figura 18-14. Metabolismo del glicerol. 


Como resultado del agotamiento de la poza de NAD* en el citosol del hepatocito, 
también se limita la velocidad de oxidación del propio etanol. Si se ingiere una segunda, y 
peor, una tercera cerveza cuando aún no se ha oxidado todo el etanol de la primera, lo 
que ocurre es que aumenta la concentración del etanol en sangre y se incrementa más a 
medida que se ingiere más, con lo que se modifica el comportamiento del individuo por 
varias horas en función de la cantidad bebida, e incluso puede sobrevenir la muerte. 

Otra consecuencia indeseable de la ingestión de etanol es que éste se convierte en un 
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fuerte inhibidor competitivo del metabolismo de los sustratos endógenos que son por lo 
general oxidados por alcohol deshidrogenasas. Entre éstos destaca el retinol o vitamina 
A, el cual debe ser oxidado por alcohol y aldehído deshidrogenasas para convertirse 
en ácido retinoico, que es un modulador muy importante de la diferenciación de los 
tejidos epiteliales y de la maduración del sistema nervioso durante el desarrollo 
embrionario. Por ello, las mujeres no deben consumir bebidas alcohólicas durante el 
embarazo, ya que la ingestión de una sola bebida alcohólica (una cerveza por ejemplo), 
es capaz de detener por algunas horas la producción de ácido retinoico, impidiendo su 
acción. De hecho, el consumo de alcohol en mujeres embarazadas es la tercera causa de 
malformaciones en recién nacidos (las dos primeras son el síndrome de Down y el de 
espina bífida), y de éstas, es la única causa que es 100% prevenible. 


Metabolismo del glicerol 


Es conveniente estudiar por separado el metabolismo del glicerol en el hígado o el tejido 
cardiaco, por un lado, y en el tejido adiposo, por otro. En el tejido adiposo, el glicerol, en 
forma de glicerofosfato, se obtiene en exclusiva a partir de la dihidroxiacetona, 
intermediario de la glucólisis (figura 18-3, reacciones Glu-4 y Glu-5), por una reducción 
catalizada por glicerofosfato deshidrogenasa con el concurso del NADH (figura 18-14). 
En este tejido, el glicerofosfato se utiliza de manera primordial en la síntesis de 
triacilelicéridos. A su vez, la hidrólisis de los triacilglicéridos almacenados en el tejido 
adiposo da origen a ácidos grasos y glicerol, sin el fosfato. El destino de este glicerol es 
salir del tejido adiposo para su uso en otros tejidos, ya que el adiposo carece de la cinasa 
que pueda fosforilarlo. 

Tanto el hígado como el corazón disponen de una glicerocinasa que en presencia de 
ATP convierte el glicerol, proveniente del tejido adiposo, en glicerofosfato. Además, 
ambos tejidos tienen la dotación enzimática para formar el glicerofosfato a partir de la 
glucosa a través de la glucólisis y glicerofosfato deshidrogenasa. El destino del 
elicerofosfato presente en el corazón puede ser la síntesis de una diversidad de lípidos, o 
su uso como combustible al incorporarse a la glucólisis, para convertirse en 
dihidroxiacetona fosfato y generar NADH. 

Pero es el hígado el tejido en el que el glicerofosfato puede seguir mayor número de 
diferentes vías metabólicas. Una de ellas es la síntesis de lípidos. Otra es su conversión 


en dihidroxiacetona fosfato con el consumo de NAD” y la formación de NADH, y ya 
como dihidroxiacetona fosfato puede continuar la ruta oxidativa de la glucólisis, o bien 
puede convertirse en glucosa. Una alternativa más es la oxidación directa del 
elicerofosfato por una flavoproteína mitocondrial, con la participación de FAD y la 
formación de FADH2 y dihidroxiacetona fosfato, por una reacción diferente de la 
catalizada por glicerofosfato deshidrogenasa, dependiente de NAD” (figura 18-14). A 
continuación se revisan de forma breve las tres últimas alternativas. 

La conversión de glicerol en glucosa es uno de los procesos gluconeogénicos más 
importantes del organismo; con un ayuno de varios días, hasta 70% de la glucosa 
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formada por el hígado puede provenir del glicerol. En dicha situación se usará poco 
elicerofosfato para su oxidación y consumo por el propio hepatocito. La oxidación el 
elicerofosfato en la celdilla hepática podrá ocurrir al no haber un ayuno prolongado, se 
realiza en el citosol de la célula y podrá tener dos alternativas: 1) con una poza alta de 


NAD*, será vía glucólisis; 2) con una poza baja de NAD* pero alta de NADH, como 
sucede después de la ingestión de etanol, se oxidará vía FAD y tenderá a incrementar la 


poza de NAD* por el siguiente mecanismo: el glicerofosfato presente en el citosol, sin 
penetrar a la mitocondria, mediante una flavoproteína orientada hacia el citosol oxidará 
dicho glicerofosfato y formará dihidroxiacetona fosfato; en la reacción, el FAD de la 
flavoproteína de membrana se convertirá en FADH», que al continuar la cadena 
respiratoria mitocondrial le cede los equivalentes reductores y regenera el FAD. Por su 
parte, la dihidroxiacetona fosfato recién formada reaccionará con la poza alta de NADH 


y formará NAD” y de nuevo glicerofosfato, con lo que podrá repetirse el ciclo (figura 18- 
14). De esta forma, la oxidación mitocondrial del glicerofosfato es parte de un sistema de 


“lanzadera de equivalentes reductores” que participa en la regeneración del NAD” 
citosólico a partir del NADH. Nótese que la lanzadera de glicerofosfato sacrifica un 
enlace de alta energía por cada equivalente reductor introducido a la mitocondria. Si el 


elicerofosfato se oxida vía NAD”, la formación de NADH puede alimentar a tres sitios de 
translocación de protones de la cadena respiratoria; mientras que, si se oxida vía FAD, el 
FADH, sólo alimentará a dos sitios de translocación de protones en la cadena respiratoria 
(ver capítulo 23). 


Lanzaderas de equivalentes reductores 


Se le da este nombre a los sistemas que usa la célula hepática de los mamíferos para 
transferir los electrones del NADH citosólico a la mitocondria, en donde a través de la 
cadena respiratoria pueden utilizarse para la generación de ATP (capítulo 23). Dicho de 
otro modo, se trata del mecanismo molecular por medio del cual el NADH se desprende 


de su equivalente reductor, el hidruro (H`), que acarrea para transferirlo de forma 
indirecta a la mitocondria. Estos sistemas son necesarios porque la poza de 


NAD*/NADH citosólica es independiente de la poza de NAD*/NADH mitocondrial, y no 
existen transportadores en la membrana mitocondrial que permitan hacer intercambios 
entre ellas. 

Se trata de sistemas que operan de manera continua y que son indispensables para 
mantener el equilibrio metabólico entre las diferentes vías ubicadas en el citosol del 
hepatocito. Su velocidad se adecua a los requerimientos de las vías metabólicas por lo 
general presentes en el hígado. Sólo la ingestión desordenada de metabolitos no formados 
por el hígado, como puede ser el etanol, trastorna el equilibrio metabólico mediante una 
inhibición no deseada de ciertas enzimas o incluso vías completas. Además del 
mecanismo mencionado para el glicerofosfato, se han descrito otros sistemas de 
lanzadera. Estos sistemas tienen en común las siguientes características: a) el hidruro 
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contenido en el NADH se transfiere a un metabolito que es transportado a través de la 
membrana mitocondrial, y con ello se abate en el citosol la poza de NADH y se 


incrementa la de NAD*; b) los hidruros son llevados al interior de la mitocondria, donde 
se transfieren al NAD* mitocondrial para generar NADH, pero ahora intramitocondrial, 
que es empleado como sustrato en la cadena respiratoria. Las figuras 18-15 y 18-16 incluyen 
un resumen de los sistemas de lanzadera de los hidruros que se revisan a continuación. El 
oxalacetato citosólico reacciona con el NADH por medio de malato deshidrogenasa 
para formar malato y NAD*. El malato es transportado al interior de la mitocondria, 
donde ocurre la reacción inversa a la descrita en el citosol; es decir, el malato y el NAD” 
en presencia de malato deshidrogenasa mitocondrial forman oxalacetato y NADH, 
cuyos hidruros son consumidos en la cadena respiratoria y regeneran el NAD” 
mitocondrial. 
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Figura 18-15. Metabolitos participantes en la lanzadera de aspartato malato, la cual permite transferir electrones 
(hidruros) del NADH del citosol al interior de la mitocondria. En este sistema se requiere la participación de 
transaminasas, tanto en mitocondria como en citosol (tal y como se ilustra en el esquema), así como un 
intercambio de malato por a—cetoglutarato y de aspartato por glutamato (no indicado) para permitir un flujo 
continuo de electrones (hidruros) del citosol a la mitocondria. 
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Figura 18-16. Metabolitos participantes en otro sistema de lanzadera de equivalentes reductores en el que 
participan la enzima condensante citrato sintasa y la ATP citrato liasa. En este caso se requiere el gasto de una 
molécula de ATP por cada hidruro transferido a la mitocondria. 


El oxalacetato mitocondrial reacciona con el glutamato y en presencia de transaminasa 
glutámico oxalacética forma aspartato y a-cetoglutarato. El aspartato sale de la 
mitocondria y en el citosol vuelve a formar oxalacetato en otra reacción de 


transaminación, inversa a la que acaba de ser descrita para la mitocondria, tal como se 
indica en la figura 18-15. 
Otra alternativa para el oxalacetato formado en la mitocondria (figura 18-16) es 


combinarse con el acetil- CoA y, en presencia de la enzima citrato sintasa, formar 


citrato; éste sale de la mitocondria y en el citosol, con la participación de la enzima ATP 
citrato liasa, forma oxalacetato y acetil-CoA. Este oxalacetato con NADH y malato 


deshidrogenasa generan malato y NAD*, el malato penetra a la mitocondria y así 


introduce los hidruros, y al ser oxidado el malato con NAD*, vuelve a generar NADH y 
oxalacetato, con lo que mantiene operando el sistema de lanzadera. 
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Vía colateral de oxidación de la glucosa: ciclo de las 
pentosas 


Otra vía degradativa de la glucosa es el ciclo de las pentosas o vía oxidativa del 
fosfogluconato, presente en el citosol celular. 

Esta vía es independiente de las mitocondrias y tiene una finalidad distinta de la 
obtención de energía: proporciona las pentosas necesarias para la síntesis de nucleótidos 
y genera equivalentes reductores en forma de NADPH, para usarlos en los procesos 
biosintéticos. En la figura 18-17 se observa la fase oxidativa del ciclo en donde, a partir de 
una molécula de glucosa-6-fosfato, se generan dos moléculas de NADPH, se libera un 
CO2 y se produce una molécula de ribulosa 5-fosfato. Si la célula requiere mayor 
cantidad de NADPH que de pentosas, entonces la ribulosa 5-fosfato entra a la fase no 
oxidativa de la vía de las pentosas (figura 18-18), en donde estas últimas se utilizan para 
regenerar glucosa. 
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Figura 18-17. Fase oxidativa de la vía de las pentosas. Por cada molécula de CO2 liberado se liberan dos pares 
de electrones que son utilizados para generar dos moléculas de NADPH. 
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Figura 18-18. Fase no oxidativa de la vía de las pentosas. Su finalidad es regenerar las hexosas utilizadas en la 
fase oxidativa. A partir de las seis pentosas (ribulosa) pueden generarse cinco hexosas (glucosa). 


Fase oxidativa 


La glucosa entra en esta etapa como glucosa-6-fosfato, en dos pasos se oxida, pierde dos 
pares de hidrógenos y se descarboxila a ribulosa 5-fosfato (figura 18-17). El aceptor de los 


hidruros (H`) en ambos pasos es el NADP”, que se convierte en NADPH. En los 
glóbulos rojos, por ejemplo, el NADPH generado en la reacción anterior se emplea para 
formar glutatión reducido, necesario para mantener la integridad de su membrana; la baja 
de glutatión reducido llega a causar hemólisis por estrés oxidativo en personas sensibles al 
medicamento antipalúdico primaquina (capítulo 24). 


Fase no oxidativa 


La cetopentosa ribulosa 5-fosfato, por acción de la isomerasa correspondiente, se 
equilibra con la xilulosa 5-fosfato y la ribosa 5-fosfato. Después, la transaldolasa y la 
transcetolasa permiten transformar las pentosas fosforiladas en glucosa, para conectar 
con la vía glucolítica. La transcetolasa cataliza una reacción reversible, en la que 
transfiere segmentos de dos carbonos de una cetosa (xilulosa-S5P) hacia el aldehído de 
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una aldosa (ribosa-SP) (figura 18-18), lo que da origen a una heptosa (sedoheptulosa-7P) y 
una triosa (gliceraldehído-3P). Esta enzima también puede transferir un segmento de dos 
carbonos de la xilulosa-5P a la eritrosa-4P, para formar en este caso la fructosa 6-fosfato 
y el gliceraldehído 3-fosfato. 

La transaldolasa, por su parte, transfiere de modo reversible un segmento de tres 
carbonos, equivalente a la dihidroxiacetona, de una cetosa a una aldosa. La reacción 
específica que cataliza la transaldolasa es la transferencia de tres carbonos de la 
sedoheptulosa 7-fosfato al gliceraldehído 3-fosfato, para convertirlos en eritrosa 4-fosfato 
y fructosa 6-fosfato. 


Sustancias alimentadoras y sustancias liberadas en el ciclo 


Los principales alimentadores del ciclo son la glucosa-6-fosfato y la fructosa 6-fosfato. 
En otras ocasiones, las pentosas y el gliceraldehído 3-fosfato pueden alimentar la 
formación de hexosas. 

Las sustancias liberadas en el ciclo son variables; cuando éste funciona en su camino 
oxidativo, produce NADPH y se libera CO2. El NADPH es una sustancia clave para los 
procesos anabólicos, como la síntesis de ácidos grasos, colesterol, etc. Además, si se 
requiere, se liberan las pentosas, indispensables para la síntesis de nucleótidos, coenzimas 
y otros compuestos. 


Balance del ciclo 


En la fase oxidativa del ciclo, se libera un par de hidruros que son utilizados para generar 
dos moléculas de NADPH por cada CO, liberado. Por tanto, para producir seis 
moléculas de CO», equivalentes a la oxidación completa de una molécula de glucosa, se 
necesitan seis vueltas del ciclo, que permitirían producir 12 moléculas de NADPH. Así, 
de las seis pentosas generadas en la fase oxidativa, al ser canalizadas a la fase no 
oxidativa del ciclo, es posible generar cinco hexosas. Por tanto, el balance general de 
dichas transformaciones sería: 


6 glucosa + 12 NADP* 6 H20 — 6 CO) + 12 NADPH +12 H* 


Es importante señalar que aunque estas transformaciones se llevan a cabo con los 
metabolitos fosforilados, la igualdad se preserva, puesto que los fosfatos no se 
consumen. 


Regulación 


Las dos reacciones de deshidrogenación del ciclo tienen su constante de equilibrio 
fuertemente desplazada hacia la oxidación de los sustratos, lo que las hace reacciones en 
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esencia irreversibles en las condiciones prevalentes en la célula. Estas mismas reacciones 
son también las responsables de regular la actividad del ciclo completo. El hecho de que 


compitan por el sitio activo de estas enzimas el NADP* y el NADPH permite que la 


relación de ambas coenzimas, NADP*/NADPH, sea decisiva para definir la proporción 
de glucosa-6-fosfato que se utiliza a través de esta vía. De esta forma, al crecer la poza 
de NADP* se favorecerá la oxidación de la glucosa-6-fosfato a través del ciclo de las 
pentosas; y dicha oxidación irá disminuyendo de manera paulatina a medida que se forme 
más NADPH. A su vez, el uso del NADPH por las diferentes vías anabólicas generará 


más NADP”, con lo que se reactivará el flujo de carbohidratos por esta vía. 
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Metabolismo del glucógeno 


Si bien la glucosa es el sustrato celular por excelencia, no se encuentra como tal a 
concentraciones altas en el interior de las células, sino almacenada como almidón en los 
vegetales y como glucógeno en los animales. En el individuo normal el exceso de glucosa 
circulante se almacena en todas las células, y en primera instancia, como glucógeno; la 
síntesis es más activa en hígado y en músculo, y al rebasarse su capacidad de 
almacenamiento, si aún hay exceso de glucosa se almacena como lípidos, de preferencia 
en el tejido adiposo. Durante el periodo de ayuno, el glucógeno almacenado libera la 
glucosa con la que se formó, para utilizarse como combustible celular y satisfacer las 
demandas energéticas del momento. La vía de síntesis es independiente de la vía de 
degradación, arreglo que favorece un control independiente en la síntesis y degradación 
de este compuesto. 


Síntesis de glucógeno: glucogénesis 


En la vía metabólica descrita por Leloir, el glucógeno se forma por la incorporación 
repetida de unidades de glucosa, en forma de unidades UDP-glucosa, a una “semilla” de 
glucógeno antes formado, que no puede ser menor de cuatro moléculas de glucosa unidas 
entre sí. El único alimentador de la vía glucogénica es la glucosa-6-fosfato; en esta vía se 
traslada el grupo fosfato en posición 6, de la glucosa-6-fosfato, a la posición 1 para 
formar la glucosa 1-fosfato, en una reacción catalizada por la fosfoglucomutasa: 


Glucosa 6-fosfato —————=- glucosa 1-fosfato 


A continuación se sintetiza el nucleótido uridín-difosfato de glucosa (UDPG) con la 
intervención de la enzima pirofosforilasa del UDPG, que utiliza glucosa 1-fosfato y 
uridín-trifosfato (UTP) y, en forma reversible, libera UDPG y pirofosfato (PP1). Una 
pirofosfatasa rompe la unión de alta energía del PPi, y lo convierte en fosfato 
inorgánico (PPi — Pi + Pi), lo que impide la reversibilidad de la reacción catalizada. 
Enseguida, el UDPG, por acción de la glucógeno sintasa, cede el residuo de glucosa a 
una molécula de glucógeno, donde se incorpora en posición a-1,4, único tipo de unión 
elucosídica formado por la glucógeno sintasa (figura 18-19). 
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Glucosa 1-fosfato UTP 


Pirofosforilasa 


PPi UDP-glucosa (Glucosa), 
Pirofosfatasa Glucógeno sintasa 
Pi Pi 
UDP (Glucosa)n+1 


Enzima ramificante 


Glucógeno 


Figura 18-19. Síntesis de glucógeno por medio del uridin bifosfato de glucosa (UDP-glucosa). 


La glucógeno sintasa no puede introducir moléculas de glucosa en uniones a-1,6, que 
corresponden a los puntos de ramificación de la molécula de glucógeno, por lo que es 
necesaria la participación de otra enzima, la amilo 1,4 — 1,6 transglucosilasa o enzima 
ramificante, que transporta 6 o 7 unidades de amilosa al carbono 6 de la glucosa del 
extremo creciente (figura 18-20), por lo que la molécula de glucógeno naciente presenta 
dos extremos de crecimiento. Al multiplicarse la acción de la transglucosilasa se 
multiplican los extremos de crecimiento del polisacárido. La ramificación del glucógeno 
tiene otro efecto importante: el aumento de su solubilidad, además de que aumenta su 
velocidad de síntesis y, en su momento, la degradación del propio glucógeno. 


641. 
booksmedicos.org 


Figura 18-20. Forma de actividad de la amilo (1,4 — 1,6) transglucosidasa; la glucosa atacada en el carbono 1 
cambia su inserción al cuerpo de la cadena, de la posición 1,4 a la posición 1,6. 


Degradación del glucógeno: glucogenólisis 


Como se muestra en la figura 18-21, la glucosa es eliminada de los polisacáridos de reserva 
de manera escalonada; es decir, liberando unidades de glucosa, por la hidrólisis de la 
unión a-1,4 entre unidades de glucosa sucesivas, con la participación de fosfato 
inorgánico, por lo que se libera el monosacárido ya fosforilado, esto es, como glucosa 1- 
fosfato. El proceso es una rotura fosforolítica que se ilustra en la figura 18-21. Tanto el 
glucógeno como el almidón se hidrolizan de manera similar por la acción de las enzimas 
glucógeno fosforilasa y fosforilasa del almidón, respectivamente. La fosforilasa 
actúa sobre el glucógeno hasta llegar cerca de una ramificación, pues el enlace 
elucosídico a-1,6 detiene su acción. Aquí entra una enzima con doble actividad, por un 
lado de transferasa (desprende tres de las glucosas terminales de la rama (figura 18-22) y 
las transfiere, en unión Q-1,4, a otra rama del glucógeno; y por otro, de amilo 1,6 
glucosidasa, al hidrolizar en ausencia de fosfato el residuo glucosa en posición 1,6 que 
persistió adherido de forma lateral a la cadena, la cual queda ahora disponible para su 
hidrólisis por medio de la fosforilasa. 
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Figura 18-21. Degradación del glucógeno por medio de la fosforilasa. 
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Figura 18-22. Degradación de la molécula del glucógeno, participación de la amilo 1,6-glucosidasa o enzima 
desramificadora. Ambas reacciones son catalizadas por la misma enzima, la cual posee una doble actividad, como 
glucosil transferasa y como glucosidasa. 


La glucosa 1-fosfato liberada por la acción de la fosforilasa es convertida en glucosa-6- 
fosfato por la enzima fosfoglucomutasa; así, la glucosa-6-fosfato entra a la vía 
elucolítica. Es importante señalar que la glucosa que se almacena en forma de polímeros 
entra a la vía glucolítica como glucosa-6-fosfato, sin la participación de ATP, requerido 
para la fosforilación inicial del azúcar libre. En consecuencia, se produce una molécula 
más de ATP cuando es hidrolizada del polisacárido que cuando lo es del azúcar libre, 
como monosacárido inicial. Los polisacáridos presentan una forma de almacenamiento de 
unidades de glucosa de más alta energía que la contenida en el monosacárido libre. 


Regulación de la síntesis y la degradación del glucógeno 
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En condiciones normales, la glucosa se almacena en forma de glucógeno, disponible para 
proveer la energía requerida en la actividad muscular, el ayuno o situaciones de urgencia. 
Un varón adulto joven tiene unos 350 g de glucógeno hepático y muscular; la masa 
muscular, con un peso de 35 kg y menos de 1% de glucógeno, contiene 250 g, y el 
hígado el resto. En el hígado, hasta 10% de su peso puede ser glucógeno. El glucógeno 
muscular funciona como material de reserva para el ejercicio muscular; el glucógeno 
hepático libera glucosa hacia la circulación. 

La existencia de dos vías, una para la síntesis del glucógeno y otra para su degradación 
(figura 18-23), permite muy finos sistemas de ajuste del flujo metabólico, sobre todo en el 
hígado y el músculo, dada la abundancia de glucógeno en ambos tejidos. La regulación 
de la síntesis y la degradación del glucógeno dependen de la activación o inactivación de 
las enzimas clave del proceso, dependientes, a su vez, de factores celulares locales o de 
la presencia de compuestos como las hormonas. 


Glucosa 6-fosfato 


H,O 
Glucosa 1-fosfato UTP 
Pi PPi 
Fosforilasa EP gica 
pirofosforilasa 
Glucógeno ramificado (n +1) UDP-glucosa 
Enzima ramificante Glucógeno sintasa 


Glucógeno (n) 


Glucógeno (n +1) UDP 


Figura 18-23. Esquema simplificado de la conversión de glucosa a glucógeno y de glucógeno a glucosa. El 
metabolismo del glucógeno se representa a la manera de un ciclo unidireccional. 
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Glucógeno sintasa. Es una enzima clave, reguladora de la síntesis del polisacárido. 
Existe en dos formas: glucógeno sintasa a, que corresponde a la forma activa, no 
fosforilada, y glucógeno sintasa b, que es la forma inactiva, fosforilada en varios sitios, 
por lo general en aminoácidos como serina y treonina. Esta fosforilación se realiza por la 
acción de una proteína cinasa, que adiciona fosfatos en enlace éster; éste es uno de los 
pocos ejemplos en que la fosforilación inactiva un sistema biológico. Aunque glucógeno 
sintasa b por sí misma es muy poco activa, puede ser estimulada mediante regulación 
alostérica por concentraciones altas de glucosa-6-fosfato. La otra forma de la enzima, la 
desfosforilada o glucógeno sintasa a, es activa sin importar la concentración de glucosa- 
6-fosfato. 

Cuando ocurre la activación por glucosa-6-fosfato, ésta es de tipo alostérico; además, 
el efecto de la glucosa-6-fosfato se detiene cuando aumenta la concentración de UDP en 
el citoplasma. Las dos formas de la glucógeno sintasa son interconvertibles por enzimas 
con actividades opuestas. Por un lado, las cinasas de la glucógeno sintasa fosforilan la 
glucógeno sintasa activa y la vuelven inactiva y dependiente de glucosa-6-fosfato (figura 
18-24); por otro lado, las fosfatasas de la glucógeno sintasa eliminan el fosfato de la 
forma inactiva de la glucógeno sintasa y la convierten en su forma activa, no fosforilada 
(figura 18-24). 
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Glucógeno sintasa 


b 


(inactiva) 
HO 
ADP Glucógeno e 
Proteína cinasa sintasa 
ATP fosfatasa Pi 
(activa) 


Glucógeno sintasa 
a 


UDP-glucosa Glucógeno 


UDP 


Figura 18-24. Proceso de activación e inactivación de la glucógeno sintasa. La glucógeno sintasa activa se 
encuentra desfosforilada y se origina a partir de la forma inactiva que está fosforilada. El paso de fosforilada a 
desfosforilada es catalizado por una fosfatasa que se inhibe con altas concentraciones de glucógeno; esta 
inhibición no se observa al haber exceso de glucosa-6-fosfato; su paso de desfosforilada a fosforilada es 
catalizado por la proteína cinasa. 


Al menos una de las cinasas de la glucógeno sintasa se encuentra en forma inactiva, 
y se transforma a la forma activa en presencia de AMP cíclico (cAMP). 

El cAMP se forma a partir del ATP (figura 18-25) por acción de la enzima adenilil- 
ciclasa, también llamada adenilato ciclasa. Se localiza en la membrana plasmática de la 
célula, en donde es activada como respuesta a la unión de una hormona (p. ej., el 
glucagon) a su receptor específico. La participación del cAMP en el metabolismo del 
glucógeno fue establecida por Sutherland, quien descubrió que como producto de la 
activación de la fosforilasa por hormonas, en un sistema libre de células, se producía un 
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compuesto termoestable, de bajo peso molecular, nucleótido de ribosa y adenina, cuya 
identificación final fue la de cAMP. El conocimiento de cómo participa este nucleótido en 
el metabolismo del glucógeno se debe a E. Krebs y D. Walsh, quienes demostraron la 
activación de una proteína cinasa por el cAMP; ésta es la enzima que fosforila la 
fosforilasa y la glucógeno sintasa. 


O O o 

II lIl aa 
O-P-0 —P-—0-=P-=0- Ch, Adenina Adenilil ciclasa 

| | | 

10) (6) no) 


Trifosfato de adenosina 


AMP cíclico 
(CAMP) 


Figura 18-25. Síntesis del AMP cíclico a partir de trifosfato de adenosina. 


Fosforilasa del glucógeno 


La fosforilasa es la enzima clave en la regulación de la glucogenólisis. Esta enzima es 
diferente en hígado y músculo. En el hígado existe en dos formas (figura 18-26): la 
fosforilasa a corresponde a la forma más activa de la enzima y la fosforilasa b es la 
forma menos activa. En la fosforilasa a, la activa, las subunidades se encuentran 
fosforiladas (fosfoserinas), mientras que la relativa inactividad de la forma b de la enzima 
se relaciona con la desfosforilación de las serinas. La conversión de la forma b a la forma 
a de la enzima requiere su fosforilación a partir de ATP como donador de los grupos 
fosfato, reacción catalizada por la enzima fosforilasa cinasa. Esta última, a su vez, 
existe en dos formas, activa e inactiva; la conversión de la forma inactiva a la forma 
activa es una reacción catalizada por la enzima proteína cinasa. La activación de la 
fosforilasa cinasa es afectada por la presencia del cAMP, cuya estructura y síntesis se 
muestra en la figura 18-25; ésta es una molécula reguladora muy importante en los 
mamíferos, lo cual ha llevado a definirla como uno de los más importantes segundos 
mensajeros celulares, término que reconoce la primacía de las hormonas como primeros 
mensajeros, pero puntualiza el papel del CAMP como mediador y potenciador del efecto 
de las hormonas. La concentración del cAMP en la célula aumenta por la acción del 
glucagon, el cual puede estimular de manera indirecta la enzima adenilil ciclasa 
responsable de la síntesis del cAMP a partir del ATP. 
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Figura 18-26. Activación e inactivación de la fosforilasa. Se ejemplifica el caso de la fosforilasa cinasa, que es 
activa debido a la presencia de AMP cíclico, el cual se formó como una respuesta a la estimulación por glucagon. 
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Síntesis y degradación del polisacárido glucógeno 


La fosforilasa de hígado y la de músculo difieren desde el punto de vista inmunitario, 
pero tienen en común que ambas son dependientes de fosfato de piridoxal, que se une a 
la lisina 680 de la enzima. En el tejido muscular la fosforilasa b, inactiva, es activada 
cuando existen concentraciones altas de AMP, que la modifican de manera alostérica, 
mientras que el ATP es un efector alostérico negativo que la inhibe por competencia con 
el AMP. La activación de la fosforilasa b es bloqueada por la glucosa-6-fosfato, ya que 
se une al sitio del AMP. En condiciones fisiológicas, la fosforilasa b muscular es inactiva 
por la inhibición mediada por concentraciones altas de ATP y de glucosa-6-fosfato, 
condiciones que reflejan una carga energética alta. Cuando disminuye la concentración de 
ATP y glucosa-6-fosfato se activa la fosforilasa b; es decir, en condiciones energéticas 
bajas de la célula. La forma activa de la enzima, la fosforilasa a muscular, es del todo 
activa, sin importar las concentraciones de nucleótidos (ATP y AMP) o de glucosa-6- 
fosfato. Cuando el músculo se activa por el ejercicio, aumenta la concentración de AMP 
con la consecuente disminución del ATP, lo que lleva a la activación de la enzima y 
degradación del glucógeno; esto, aunado a la ausencia de la enzima glucosa-6-fosfatasa, 
hace que la glucosa-6-fosfato liberada permanezca dentro de la célula muscular y sea 
utilizada para obtener la energía necesaria. 

La regulación de la fosforilasa hepática es diferente de la propia de la enzima 
muscular, ya que el AMP no tiene efecto activador y la forma activa de la enzima, en 
este caso, es inactivada por la concentración de glucosa, que al alcanzar una cierta 
concentración se une a la enzima inactivándola, mientras que no es sensible a la 
concentración de AMP. La explicación de estas diferencias de regulación se debe a las 
diferencias en el papel fisiológico de cada enzima; en el caso del músculo, la glucosa 
liberada es utilizada por las propias células musculares, mientras que en el caso del 
hígado, la glucosa liberada es exportada a otros tejidos, lo que sucede en respuesta al 
decremento en la concentración de glucosa sanguínea. 


Integración de la síntesis y la degradación del glucógeno 

A manera de resumen, resulta conveniente revisar la integración entre la síntesis y 
degradación del glucógeno hepático, mediada por el CAMP como segundo mensajero y 
por las acciones de la glucógeno sintasa y de la fosforilasa. La disminución de la 
glucosa sanguínea puede ser el mecanismo desencadenante de un aumento en la 
elucogenólisis hepática y la correspondiente inhibición de la glucogénesis. La 
hipoglucemia ocasiona una liberación de glucagon que, al unirse a sus receptores 
hepáticos, lleva a un incremento en la poza intracelular de cAMP, lo que produce un 
aumento de la proteína cinasa con actividad para fosforilar, en presencia de ATP, tanto la 
glucógeno sintasa como también la fosforilasa del glucógeno. La fosforilación de la 
glucógeno sintasa inactiva la enzima y abate la síntesis de glucógeno. De manera 
simultánea, la fosforilación de la fosforilasa la activa y aumenta la degradación del 
glucógeno presente (figura 18-27). 
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Figura 18-27. Mecanismo molecular del efecto glucogenolítico del glucagon, como ejemplo de regulación 
coordinada de la síntesis y degradación del glucógeno hepático. Se trata de un mecanismo que responde a la 
presencia de hormonas y que está constituido por un complejo sistema de amplificación que da por resultado una 
respuesta metabólica final (la liberación de glucosa). Cada etapa del sistema de regulación representa una 
amplificación de la señal recibida. El glucagon se une a un receptor específico de la membrana celular, con lo que 
activa la adenilil ciclasa y se forma cAMP en citoplasma. El cAMP se une a la subunidad reguladora de la proteína 
cinasa A(PKA), liberando la subunidad catalítica, la cual en su forma libre es activa y fosforila otra cinasa (la 
fosforilasa cinasa) y al fosforilarla la vuelve activa para que, a su vez, fosforile la fosforilasa del glucógeno, la 
convierta en la forma activa y degrade el glucógeno. De manera simultánea, la misma proteína cinasa fosforila la 
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glucógeno sintasa y la inactiva, con lo que se abate la síntesis de glucógeno. 


La fosforilasa activa, aparte de catalizar la degradación de glucógeno, controla la 
síntesis del propio glucógeno al inhibir la actividad de la fosfatasa-1. La fosfatasa-1 
cataliza la desfosforilación de dos enzimas que tienen un fosfato en su molécula, la 
glucógeno sintasa y la fosforilasa. Con esa eliminación de fosfato, la primera de las dos 
enzimas (glucógeno sintasa) se activa, mientras que la segunda de las enzimas 
(fosforilasa) se inactiva. 


Papel de las hormonas 
Las principales hormonas reguladoras del metabolismo de glucógeno tisular y sus 
funciones son las siguientes: 


1. La insulina favorece la conversión de la glucosa a glucógeno cuando está elevada la 
glucosa sanguínea; el efecto de la insulina es más notable en el músculo en relación 
con el hígado, quizá porque en este último la glucosa entra de manera libre. La 
insulina promueve la fosforilación de la glucosa y además activa la glucógeno 
sintasa; al estimular la desfosforilación de la sintasa, de manera simultánea inactiva la 
fosforilasa, también por desfosforilación. Las acciones de la insulina son en parte 
mediadas por activación de la fosfodiesterasa. La fosfodiesterasa es la enzima que 
convierte el CAMP en AMP, o sea, disminuye la poza de cAMP (figura 18-25) y así 
previene o revierten sus acciones. 

2. La adrenalina promueve en condiciones normales la conversión del glucógeno 
hepático a glucosa, lo cual produce hiperglucemia; la hormona también favorece la 
transformación del glucógeno muscular en glucosa-6-fosfato. En general, la acción 
hepática de la adrenalina y de las catecolaminas se inicia por el estímulo de los 
receptores a-adrenérgicos, produciendo la siguiente secuencia de hechos: 


movilización de Ca?* hacia el citosol, activación de cinasas y fosforilación de la 
fosforilasa b (inactiva) que pasa a su forma a activa, de manera simultánea a la 
fosforilación de glucógeno sintasa activa para hacerla inactiva. 

3. La hormona pancreática glucagon no actúa sobre el glucógeno muscular, pero sí 
acelera la degradación del glucógeno hepático a glucosa, por activar la fosforilasa y 
desactivar la glucógeno sintasa; estos fenómenos son debidos a la fosforilación de 
las enzimas desfosforiladas (figura 18-27). Es interesante comparar las acciones del 
glucagon y de las catecolaminas sobre el glucógeno hepático. Ambas hormonas 
producen glucogenólisis por la activación de unas enzimas y la inactivación de otras; 
con el glucagon, el efecto es mediado en mayor medida por el cAMP; con las 


catecolaminas, lo es por el Ca?*. 

4. Los glucocorticoides suprarrenales cortisol y corticosterona promueven la 
conversión de aminoácidos en glucógeno hepático y glucosa sanguínea, al estimular la 
eluconeogénesis y aumentar el glucógeno hepático a través de la activación de la 
glucógeno sintasa. 
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5. Las hormonas de la hipófisis son antagonistas de la insulina e inhiben la utilización 
de los carbohidratos; su deficiencia permite el predominio de la insulina, el 
incremento del glucógeno tisular y la baja de la glucosa sanguínea, favoreciendo la 
oxidación de la glucosa y la acumulación de glucógeno. 
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Glucogenosis 


Se han descrito las glucogenosis, raras enfermedades hereditarias relacionadas con el 
metabolismo del glucógeno; la primera, reconocida por Von Gierke, se denominó 
enfermedad glucogénica. En la actualidad se distinguen ocho variedades cuyas 
características sobresalientes se resumen en el cuadro 18-2; en algunas de ellas 
(enfermedades de McArdle y de Hers) se encuentran deficientes la fosforilasa muscular 
y la fosforilasa hepática, en ese orden; este hecho es de interés porque revela la 
diferente identidad de ambas fosforilasas, al estar sujetas a un control genético 
independiente. 


Cuadro 18-2. Glucogenosis 


de von Glucosa-6-fosfatasa, hipoglucemia, cetosis, hip erlipidemia, hep atomegalia; la glucogenólisis no es estimulada 
Gierke por adrenalina o glucagon 


ii de Pompe 1,4- glucosidasa, el corazón es el órgano más afectado, en otros casos se afecta el SNC 


MI deCori Amilo 1,6-glucosidasa, baja respuesta a la adrenalina o glucagon, hipoglucemia 


TV de 1,4-1,6- glucosidasa, cirrosis hepática 
Andersen 
V de Fosforilasa del músculo; aumenta el contenido de glucógeno en el músculo, disminución de lactato y piruvato 


McArdle sanguíneos después del ejercicio intenso 
VI de Hers Fosforilasa de higado, no se hidroliza el glucógeno hepático 


VUI de Tarui Fosfofructocinasa, parecido al tipo V, diferente origen genético 


VII ------------ Actividad de fosforilasa cinasa hepática, hipoglucemia, hepatomegalia 
IX  ------------ Fosforilasa cinasa hepática, degeneración cerebral 
XA ------------ Proteína cinasa dependiente de AMP (en hígado y músculo), hepatomegalia, hipoglucemia y acidosis 
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Insulina y diabetes mellitus 


La insulina es una hormona proteínica que se sintetiza en las células f de los islotes de 
Langerhans en el páncreas. Los efectos metabólicos de la insulina son, entre otros, 
favorecer la entrada de glucosa al músculo (en sus tres tipos, estriado, liso y cardiaco), al 
tejido adiposo, a los leucocitos, a la glándula mamaria y a la hipófisis. Otros tejidos como 
el SNC, mucosa intestinal, cristalino, nervios, vasos sanguíneos y células de los islotes de 
Langerhans son de forma libre permeables a la glucosa. En el hígado, la insulina no es 
necesaria para la entrada de glucosa a la célula, pero sí se requiere para la activación de 
la enzima glucocinasa. 

Por su parte, el glucagon, otra hormona proteínica, también se sintetiza en el páncreas. 
Su órgano blanco es el hígado. Mientras que el papel de la insulina es disminuir la 
concentración sanguínea de glucosa, el glucagon tiene el efecto contrario, aumentar la 
glucemia estimulando la glucogenólisis en el hígado y la lipólisis en el tejido adiposo. 

La determinación de la concentración de glucosa sanguínea en un individuo normal, en 
ayuno y después de tomar una cantidad grande de glucosa o de sacarosa, seguida a 
través del tiempo, permite construir la denominada curva de tolerancia a la glucosa, la 
cual presenta las características que se muestran en la figura 18-28. Cuando las 
concentraciones de glucosa circulante se desvían de los valores de la curva normal, ya 
sea en tiempo o en concentración, son indicativas de la presencia de alguna patología, 
como se muestra en la misma figura. Una de las principales causas de concentraciones 
altas de glucosa circulante es que no entra a los tejidos, lo cual tiene diversas causas pero 
casi siempre se debe a un decremento en la concentración de insulina o a la resistencia a 
esta hormona, secretada por las células fB de los islotes de Langerhans en el páncreas; tal 
trastorno recibe el nombre de diabetes sacarina o mellitus. 
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Figura 18-28. Curva de tolerancia a la glucosa en estado normal y en diversos cuadros patológicos. 


La diabetes mellitus es una enfermedad de naturaleza compleja y multifactorial, que 
afecta el metabolismo de carbohidratos, lípidos y proteínas. Existen dos tipos principales, 
la que se inicia a edades tempranas o juvenil y la que se presenta en el adulto; en el 
primer caso, disminuye de manera muy importante la cantidad sintetizada de hormona 
(en ocasiones su concentración es menor al 5%); cuando se requiere la hormona por 
aumento de glucosa circulante, ésta no es secretada por el páncreas, por lo que es 
necesario administrarla. En la diabetes del adulto, la concentración de insulina pancreática 
puede ser la normal; lo que está alterado en este caso es el tiempo de respuesta del 
páncreas, que al parecer libera la insulina de manera tardía; o bien, los receptores de la 
insulina en la membrana plasmática de la célula blanco se encuentran disminuidos o 
modificados de manera que no responden a la insulina. 

Las consecuencias metabólicas de la diabetes del adulto son las siguientes: 


1. Hiperglucemia y glucosuria, que persisten durante el ayuno. 

2. El glucógeno hepático disminuye a niveles muy bajos. El glucógeno del músculo 
también disminuye, pero en menor proporción. 

3. La glucosa ingerida y endógena no se incorpora a las células insulinodependientes 
(músculo y tejido adiposo), sino que se excreta por la orina. 

4. El cociente respiratorio disminuye, lo que indica la utilización metabólica de otra 
fuente de energía diferente a los carbohidratos. 
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5. Se estimula la degradación de las proteínas tisulares. 

6. La administración de glucosa no se refleja en un aumento de piruvato y lactato, lo 
que ocurre en el individuo normal. 

7. Se producen grandes cantidades de cuerpos cetónicos, a consecuencia de la 
utilización de lípidos como fuente de energía, lo que desencadena un estado de 
acidosis. 

$. Junto con la pérdida de glucosa y cuerpos cetónicos por la orina, se pierden grandes 
cantidades de agua (poliuria) y sales, lo que lleva a un estado de deshidratación y 
agrava la acidosis. La deshidratación se compensa con ingesta abundante de agua 
(polidipsia). 

9. Se incrementa la movilización de triacilglicéridos y ácidos grasos, por lo que aumenta 
su concentración en sangre, con el consecuente aumento en el riesgo de problemas 
vasculares. 


Si la causa de la diabetes es carencia de insulina y si no hay resistencia a la insulina, la 
situación patológica se corrige por la inyección de ésta. La dosis debe calcularse de 
manera cuidadosa, ya que un exceso puede producir un choque por la hipoglucemia 
consecuente. La cantidad de insulina que el ser humano adulto normal sintetiza por día es 
de unos 2 mg (45 unidades). En el paciente diabético se utilizan entre 60 y 70 unidades al 
día. Uno de los problemas asociados a la diabetes es el desarrollo de cataratas, las que se 
producen porque, aun cuando se corrija la entrada de glucosa a la célula, ésta se reduce a 
sorbitol por la enzima aldosa reductasa. El sorbitol es una molécula que no puede salir 
de la célula y se acumula; si el sitio de acumulación es el cristalino, éste se opaca y 
produce la catarata. La acumulación del sorbito 1 en los nervios provoca neuropatia 
diabética, y en los eritrocitos, al desplazar al 2,3-difosfoglicérato, hace que disminuya la 
capacidad de éstos para transportar oxígeno. Otro gran problema asociado a la diabetes 
es la patología de la membrana basal, que se engruesa, causando problemas en los 
capilares (microangiopatiía) y en el glomérulo renal (nefropatía diabética); esto se 
presenta en estadios terminales de la enfermedad (capítulo 34). 


e Preguntas de reforzamiento 


1 Proceso mediante el cual un polímero se degrada: 


a) glucosa 6-P > > > > glucógeno 
b) glucógeno —> —> > > glucosa 6 - P 
€) piruvato > > > > glucosa 6 - P 
d) glucosa > > > > lactato 


€) glucosa 6-P > > > > ribosa 5-P > => > > glucosa 6-P 


2 Vía que sintetiza glucosa a partir de aminoácidos, lactato o glicerol: 
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a) glucosa 6-P > > > > glucógeno 
b) glucógeno —> —> > > glucosa 6 - P 
c) piruvato > => > > glucosa 6 - P 
d) glucosa > > > > lactato 


€) glucosa 6-P > > > > ribosa 5-P => => => > glucosa 6-P 


3 Vía que tiene una sintetasa independiente, estimulada por acción de la insulina: 


a) glucosa 6-P > > > > glucógeno 
b) glucógeno > —> > > glucosa 6 - P 
c) piruvato > > > > glucosa 6 - P 
d) glucosa > > => > lactato 


€) glucosa 6-P > > > > ribosa 5-P > => => > glucosa 6-P 


Á Vía que permite a las células generar ATP en condiciones anaeróbicas: 


a) glucosa 6-P > > > > glucógeno 
b) glucógeno > —> > > glucosa 6 - P 
c) piruvato > —> > > glucosa 6 - P 
d) glucosa > > > > lactato 


€) glucosa 6-P > > > > ribosa 5-P > => => > glucosa 6-P 


5 La principal vía que produce la ribosa necesaria para la síntesis de nucleótidos es: 


a) Glucólisis. 

b) Vía de las pentosas. 
C) Gluconeogénesis. 
d) Glucogenólisis. 


6 Vía metabólica activada por adrenalina y el glucagón a través de AMP cíclico: 


a) glucosa 6-P > > > > glucógeno 
b) glucógeno —> —> > > glucosa 6 - P 
c) piruvato > > > > glucosa 6 - P 
d) glucosa > > > > lactato 


€) glucosa 6-P > => > > ribosa 5-P > => => > glucosa 6-P 


7 Vía que presenta dos fases, una oxidativa y otra no oxidativa, en donde participan las enzimas transcetolasa y transaldolasa 


a) Glucólisis. 

b) Vía de las pentosas. 
C) Gluconeogénesis. 
d) Glucogenólisis. 


8 Cuál de las siguientes afirmaciones describe mejor el papel de la fructosa 2,6 — bifosfato en las células: 


A) Es un intermediario de la glucólisis formado por la fosfofructocinasa 1. 


b) Es un modulador alostérico que regula simultáneamente la glucólisis y la gluconeogénesis. 
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c) Es un intermediario de la gluconeogénesis que permite la síntesis de ATP. 


d) Ninguna de las anteriores. 


9 Si un fármaco bloquea completamente la vía de las pentosas, una consecuencia inmediata para las células será: 


a) Un estrés oxidativo importante por la incapacidad de generar NADPH. 
b) Una estimulación de la glucólisis para generar NADPH. 
C€) Una inhibición en la actividad del ciclo de Krebs por falta de NADPH. 


d) Un estrés oxidativo por un exceso de producción de NADH. 


Respuestas: 1. b, 2. c, 3. a, 4. d, 5. b, 6. b, 7. b, 8. b, 9. a. 
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e Digestión y absorción de los lípidos 

e Transporte de lípidos en lipoproteínas 
e Receptores de lipoproteínas 

e Metabolismo de los triacilelicéridos 

e Metabolismo de los fosfolípidos 

e Metabolismo del colesterol 


> clave 


Í Las lipoproteínas son responsables del transporte de los diferentes tipos de lípidos a través de nuestro cuerpo. 
2 La malonil-Coenzima A es la molécula precursora que permite la síntesis de los ácidos grasos. 

3 La carnitina es la molécula que permite movilizar grupos acilo a través de la membrana mitocondrial interna. 

Á La ceramida es el precursor de la síntesis de esfingolípidos. 


5 El mevalonato es la molécula que en mitocondria permite la síntesis de cuerpos cetónicos, pero en citosol la síntesis de 
colesterol. 
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Digestión y absorción de los lípidos 


Tomando en cuenta que los lípidos son insolubles en agua y que las enzimas digestivas 
son hidrosolubles, la digestión de estas moléculas ocurre en una interfaz lípido-agua. Por 
lo tanto, tal digestión está relacionada con el área de superficie de dicha interfaz y con la 
acción emulsificante de las sales biliares (figura 19-1). Estas sales, por ejemplo el 
taurocolato y el glicolato de sodio, son sintetizadas de manera eficiente en el hígado y 
secretadas a la vesícula biliar. Ahí se concentran y pasan al intestino, donde actúan como 
agentes emulsificantes durante la digestión y la absorción (por la pared intestinal) de 
grasas y vitaminas liposolubles. Estos agentes emulsificantes también interactúan con las 
diferentes enzimas hidrolíticas del intestino, mediante la formación de micelas. Un 
sistema muy eficiente de reciclaje permite que los ácidos biliares regresen al torrente 
circulatorio y al hígado, de donde son secretados una vez más a la vesícula biliar. Las 
cantidades de los ácidos biliares que escapan de este sistema de reciclaje son 
metabolizadas en el intestino y al final excretadas con las heces. En este punto resulta 
muy importante mencionar que ésta es la única ruta normal de excreción de colesterol del 
organismo, ya que, como puede deducirse de su estructura, dichos ácidos son derivados 
en esencia del esqueleto principal del colesterol (figura 19-1). 


HO Glicina 
6=O H¿N*CH,-COO” 
Qar 
LAS, Y 
Glicocolato 
Colato 


Figura 19-1. Sales biliares. El colato y el glicolato como aniones, que en presencia de los cationes Na? o K* 
forman las correspondientes sales biliares. 


La hidrólisis de los lípidos complejos a lípidos simples, por ejemplo los triacilglicéridos 
y su hidrólisis a 1,2-diacilglicerol y 2-acilglicerol, es realizada por enzimas como la lipasa 
pancreática, la cual al entrar en contacto con la interfaz formada entre el agua y el lípido 
aumenta en grado importante su actividad hidrolítica. Este fenómeno se conoce como 
activación interfacial. El sitio activo de la lipasa pancreática contenido en el dominio N- 
terminal de la enzima, en ausencia de las micelas mixtas lípido/agua, está cubierto por 
una región de 25 aminoácidos, la cual, al entrar en contacto con la interfaz 1 lípido/agua, 
sufre un amplio arreglo estructural para dejar el sitio activo expuesto (figura 19-2). 
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Figura 19-2. Mecanismo de activación interfacial entre la lipasa de acilgliceroles y una micela de fosfolípidos. 


Los fosfolípidos, de igual manera, son hidrolizados por la fosfolipasa A, pancreática 
para producir al lisofosfolípido correspondiente (figura 19-3), el cual tiene una potente 
acción detergente. En este caso el mecanismo catalítico es muy distinto del que se 
observa para la lipasa, ya que la enzima fosfolipasa A, presenta un canal hidrofóbico que 
permite al sustrato el acceso directo al sitio activo de la enzima (figura 19-4). 
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Lisofosfolípido 


Figura 19-3. Distintos sitios de acción de diferentes fosfolipasas (A] 2, C y D). En la reacción se ilustra la 
hidrólisis por la fosfolipasa A para dar origen a un lisofosfolípido. 
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Figura 19-4. Modelo hipotético de interacción entre la enzima fosfolipasa A? y una micela de fosfolípidos. 


Las grasas de los alimentos son hidrolizadas a monoglicéridos y ácidos grasos libres en 
el intestino, y después son transportadas por un proceso dependiente de energía al 
interior de los enterocitos. En estas células, los triacilglicéridos se forman de nuevo en el 
retículo endoplásmico liso. 

Las apoproteínas sintetizadas en el retículo endoplásmico a su vez son unidas a 
agregados lipídicos para formar quilomicrones ricos en triacilglicéridos, los cuales se 
almacenan en el aparato de Golgi. Estos quilomicrones son liberados por exocitosis hacia 
el espacio intercelular, de donde son llevados por el torrente linfático hasta el conducto 
torácico, el cual por último desemboca en la vena cava. De ahí son conducidos por el 
torrente circulatorio, en donde la enzima lipoproteínlipasa, presente en las células del 
endotelio vascular, hidroliza hasta 80% de los triacilelicéridos presentes en estas 
lipoproteínas, en un proceso que requiere de la presencia de la apoproteína C-II, 
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liberando ácidos grasos que son tomados por los tejidos y oxidados como fuente de 
energía o almacenados en el tejido adiposo. Los remanentes de quilomicrones contienen 
en mayor medida ésteres de colesterol y en su superficie apoE y apoB-48. Estos 
remanentes son del tamaño lo suficientemente pequeño para pasar a través de las 
fenestras endoteliales del sinusoide hepático al espacio de Disse. Los remanentes de 
quilomicrones en este espacio son enriquecidos con apoE adicional secretado, lo que les 
permite interactuar en forma óptima tanto con el receptor LDL como con el receptor 
LRP (por sus siglas en inglés, que pueden ser interpretadas como receptor relacionado 
con el receptor LDL), el cual en su forma LRP1 también se identifica como receptor 
para la a,-macroglobulina. La presencia de una concentración elevada de apoE tiene 
además la función de asegurar la unión de los remanentes a los proteoglucanos de 
heparán sulfato presentes en la superficie del hepatocito. De esta forma, el espacio de 
Disse se convierte en un reservorio de remanentes de quilomicrones, que de manera 
ordenada van siendo internalizados en el hepatocito mediante un proceso denominado 
endocitosis mediada por receptor (figura 19-5). Ya en el interior de esta célula, los 
remanentes se utilizan como materia prima para el empaquetamiento de triacilglicéridos 
en lipoproteínas de muy baja densidad o VLDL, partículas que a su vez son excretadas y 
liberadas a la circulación. Las VLDL son, por lo tanto, partículas formadas para 
transportar los triacilglicéridos endógenos a los tejidos extra-hepáticos. Las VLDL 
también contienen colesterol, ésteres de colesterol y las apoproteínas apoB- 100, apoC-I, 
apoC-II, apoC-IIl y apoE. Las VLDL recién excretadas son enriquecidas con varios 
miembros de la familia de las apoC así como de apoE proveniente de las HDL que se 
encuentran ya circulando. Por acción de la lipoproteína lipasa, las VLDL se convierten en 
IDL. Estas partículas, que contienen apoB100 y apoE, pueden ser internalizadas de 
nuevo por el hepatocito o ser convertidas en LDL. Estas lipoproteínas de baja densidad, 
junto con la síntesis de novo del colesterol, son las encargadas de cubrir los 
requerimientos de este lípido en las células periféricas. Como las IDL, las LDL 
reconocen sus receptores a través de la presencia de la apoB-100. Mediante el proceso 
de endocitosis mediada por receptor, los endosomas ingresan los lípidos a las células, 
donde los ésteres de colesterol y las propias apoproteínas son catabolizados en el interior 
de los lisosomas. 
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Internalización de los remanentes de quilomicrones por los hepatocitos. 


A su vez, las HDL, constituidas en una población heterogénea, son al inicio 
ensambladas en forma de partículas discoidales mediante la formación de agregados 
moleculares de apoA1l secretada por el hepatocito y fosfolípidos. A medida que estas 
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partículas pasan a la circulación e interactúan con tejidos periféricos adquieren colesterol 
y cambian tanto de forma como de composición. Conforme se va dando el cambio a una 
forma esférica, la enzima lecitín-acil-transferasa (LCAT, por sus siglas en inglés) 
convierte el colesterol libre en colesterol esterificado. Es muy probable que cambios 
estructurales en la apoAl1 (como resultado a su vez del cambio estructural de la partícula) 
permitan a las HDL interactuar con el hepatocito a través del reconocimiento de 
receptores SR-B1 encargados de la transferencia del colesterol esterificado de la partícula 
al interior de la célula hepática. Este proceso, conocido como transporte reverso de 
colesterol, permite en el interior del hepatocito el procesamiento del colesterol 
proveniente de tejidos periféricos en ácidos biliares. Es por ello que las partículas de 
HDL, por sus propiedades antioxidantes y antimflamatorias, se consideran importantes 
partículas antiaterogénicas. Por otro lado, la actividad de la proteína transferidora de 
ésteres de colesterol (CETP, por sus siglas en inglés) es fundamental en la regulación de 
los niveles de los ésteres de colesterol contenidos en las HDL al facilitar el intercambio de 
estos lípidos por triacilglicéridos de partículas HDL hacia partículas LDL (figura 19-6). Se 
ha observado tanto en animales experimentales transgénicos (en los que el gen ha sufrido 
deleción) como en el ser humano (que no presenta el gen de manera natural) una 
interesante resistencia a desarrollar la enfermedad. De esta forma, la actividad de CETP, 
al facilitar el flujo inverso de ésteres de colesterol hacia partículas LDL (consideradas de 
manera potencial aterogénicas), convierte esta proteína en un potencial blanco 
terapéutico en la búsqueda de moléculas o mecanismos que puedan suprimir su actividad 
y así poder contribuir a una futura prevención y tratamiento de la aterosclerosis. 


apo A1 
Macrófago 
ABCG1 
i Colesterol 
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ABCG1 
*—_f Célula 
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receptor 
CETP 


apo B100 
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Figura 19-6. Intercambio de lípidos y proteínas entre las diferentes lipoproteínas. 
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Transporte de lípidos en lipoproteínas 


D 

© Se ha propuesto un modelo universal para la organización de las lipoproteínas, que consiste en un 
núcleo no polar de ésteres de colesterol y triacilelicéridos, rodeado por una capa polar de proteínas, 
fosfolípidos y colesterol. La composición y estructura de todas las clases normales de lipoproteínas es 
consistente con un modelo esférico de radio variable con un núcleo lipidico no polar. Rodeando al 
núcleo se encuentra una monocapa de colesterol y fosfolípidos. La interfaz lípido/agua en el modelo está 
ocupada por la cabeza de los fosfolípidos y proteína. 


Dentro de esta propuesta se considera que el colesterol se distribuye entre las 
lipoproteínas por un equilibrio termodinámico basado en la curvatura de la superficie de 
la partícula; aunque también se ha informado que un aumento de la relación ésteres de 
colesterol/triacilelicéridos en el núcleo aumenta la distribución del colesterol hacia la 
interfaz (cuadro 19-1, figura 19-7). 


Cuadro 19-1. Características de los diferentes tipos de apolipoproteínas 


ApoA-I 28 331 Activación LCAT 
ApoA-TT 17 380 HDL 
ApoA-IV 44 000 Quilomicrones, HDL 
ApoB-48 240 000 Quilomicrón 
ApoB-100 513 000 VLDL, LDL Unión al receptor LDL 
ApoC-I 7000 VLDL, HDL Activación LCAT 
ApoC-II 8 837 Quilomicrón, VLDL,HDL Activación lipoproteína lipasa 
ApoC-III 8751 Quilomicrón, Inhibición lipoproteina 
ApoD 32 500 VLDL, HDL Lipasa 
ApoE 34 145 Quilomicrón, VLDL, HDL  Internalización de VLDL y remanentes de 
quilomicrones 
669, 
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Figura 19-7. Asociación de apoproteínas a partículas lipoproteínicas. 


Las apoproteínas, de la mayoría de las cuales se conoce la secuencia de aminoácidos, 
comparten un rasgo estructural común debido a la presencia de hélices anfipáticas. El 
componente esencial de esta estructura consiste en una oQ-hélice en la que los 
aminoácidos hidrofilicos e hidrofóbicos están yuxtapuestos de tal forma, que la mitad 
hidrofóbica de la cara de la hélice se encuentra expuesta hacia las cadenas de los ácidos 
grasos de los fosfolípidos, mientras que la cara hidrofilica de la hélice está expuesta al 
medio acuoso (figura 19-8). Además de su papel estructural al estabilizar las lipoproteínas, 
las apoproteínas tienen otras funciones de gran importancia biológica; en algunos casos 
estimulan enzimas lipolíticas específicas o sirven como ligandos para receptores 
específicos en la superficie celular. Como se aprecia en la figura 19-8, las estructuras 
helicoidales mostradas pueden identificarse con facilidad siguiendo la numeración de los 
aminoácidos. Por ejemplo, en la apoproteína E, la estructura helicoidal inicia con el 
aminoácido 265-F (hidrófobo), 266-E (hidrófilo), 267-P (hidrófilo), 268-L (hidrófobo), 
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269-V (hidrófobo), para regresar, después de una vuelta, a la cara hidrofóbica del 
péptido. 


apoCIl (69-79) apoClIl (16-38) apoE (265-288) 


Figura 19-8. a hélices anfipáticas localizadas en diferentes apoproteínas: E E hidrofóbicos, O 
aminoácidos hidrofīílicos. (Victor M. Bolaños-García, Manuel Soriano-García and Jaime Mas-Oliva (1997). Cetp 
and exchangeable apoproteins. Common features in lipid binding activity. Molecular and Cellular Biochemistry 
175:1-10, Figure 3. Con permiso de Springer Science and Business Media.) 


Las lipoproteínas se clasifican conforme a la densidad de la solución salina en la cual 
son separadas por ultracentrifugación. Esto ocurre debido a que cada clase de 
lipoproteínas está compuesta de un diferente porcentaje de lípidos y proteínas. La 
distinta composición y la diferencia en densidad entre lípidos y proteínas explica las 
características de flotación diferencial de las lipoproteínas. Entre las de origen hepático se 
encuentran las lipoproteínas de muy baja densidad (VLDL), de densidad intermedia 
(IDL), de baja densidad (LDL) y de alta densidad (HDL); las de origen intestinal son por 
lo regular los quilomicrones, aunque el intestino puede sintetizar también VLDL y HDL 
(figura 19-94). 
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Quilomicrón 


Figura 19-9. Clasificación de las lipoproteínas. A) Composición principal de las apolipoproteínas. B) Densidades 
de flotación (g/mL) mediante centrifugación diferencial de las diferentes lipoproteínas (Dr. Jaime Mas Oliva. 
Instituto de fisiología celular, UNAM.) 


Las lipoproteínas más grandes son los quilomicrones, con diámetro aproximado de 100 
nm y densidad menor de 0.95 g/mL. Están compuestas en alrededor de 99% por lípidos, 
de los cuales 90% son triacilglicéridos. Las pequeñas cantidades de proteína 
corresponden a las apoproteínas B-48, A-I, A-II, A-IV y C. La apoproteína distintiva de 
estas partículas es la apoproteína B-48 (el 48% de la fracción amino terminal de la 
apoproteína B-100), sintetizada sólo por el intestino en los seres humanos, por lo que es 
única de quilomicrones y remanentes de quilomicrones. Aunque ambas apoB, la hepática 
y la intestinal, se derivan del mismo gen, apoB- 48, no se sintetizan mediante 
procesamiento alternativo del RNA o por procesamiento proteolítico de la cadena 
polipeptídica. Esta apoproteína es el resultado de una modificación única del RNA 
mensajero que sólo ocurre en el intestino. Una citosina cambia por un uracilo, lo que 
modifica el codón 2153 de un CAA por un codón de terminación UAA, produciendo una 
proteína acortada (apoB-48). 

Las lipoproteínas de muy baja densidad (VLDL) tienen densidad menor de 1.006 g/mL 
y diámetro de 30 a 70 nm, y están formadas por 10 a 12% de proteínas y 88 a 90% de 
lípidos, de los cuales alrededor de 55% son triacilglicéridos, 20% colesterol y 15% 
fosfolípidos (figura 19-98). Las apoproteínas incluyen la B-100, la E, las C y pequeñas 
cantidades de A-1. Su proteína esencial y distintiva es la apoB-100, de la cual tienen una 
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copla (figura 19-94). 

Las lipoproteínas de baja densidad (LDL) tienen densidad entre 1.019 y 1.060 g/mL, y 
son las que transportan la mayor cantidad de colesterol en el ser humano (las dos terceras 
partes del colesterol plasmático total). Su composición lipídica es de 35% de ésteres de 
colesterol, 12% de colesterol, 8% de triacilglicéridos y 20% de fosfolípidos; los lípidos 
constituyen alrededor de 75% de la partícula. Su única copia de apoB-100 constituye el 
25% restante. La molécula de LDL es una partícula esférica con 20 nm de diámetro, y la 
apoB-100 cruza en varias ocasiones su superficie (figura 19-94). Debido a su movilidad 
electroforética se les conoce también como lipoproteínas ß. 

Las lipoproteínas de alta densidad (HDL) tienen diámetro entre 8 y 13 nm, son las 
lipoproteínas más pequeñas con densidades mayores a 1.08 g/mL y están constituidas, en 
cerca de la mitad de su peso, por las apoproteínas A y C; contienen 25% de fosfolípidos, 
16% de ésteres de colesterol 5% de colesterol y 4% de triacilglicéridos. Estas 
lipoproteínas poseen movilidad electroforética a (cuadro 19-2). 


Cuadro 19-2. Composición lipídica de las lipoproteína 


Lipoproteína Densidad Proteina Fosfolípidos Colesterol Colesterol Biosíntesis 
(g/mL) libre esterificado 

Quilomicrón < 1.006 2 9 1 3 85 

VLDL 0.95-1.006 10 18 7 2 50 

LDL .006-1.063 23 20 8 37 10 

HDL 1.063-1.210 55 24 2 15 4 


El contenido de los diferentes lípidos en las lipoproteínas es variable, desde su 
secreción en el plasma hasta su unión a los receptores que las retiran del torrente 
circulatorio. Es así como las HDL son secretadas por el hígado en la forma de partículas 
discoidales compuestas por apolipoproteínas y fosfolípidos. Una vez secretadas en el 
plasma, la acción de la enzima lecitín-colesterol aciltransferasa (LCAT) es inmediata; 
utilizando colesterol libre produce ésteres de colesterol, que son almacenados en el 
núcleo de la lipoproteína y dan a ésta la forma esférica. Estas lipoproteínas mantienen un 
gran intercambio de colesterol libre y ésteres de colesterol con las VLDL, y de colesterol 
libre con las membranas plasmáticas, lo que se considera la forma de eliminar colesterol 
de la célula; por esto se le conoce en el léxico popular como colesterol “bueno”. El 
colesterol “malo” es aquel que se encuentra en las partículas LDL, las cuales, al contrario 
de las HDL, depositan colesterol en los tejidos periféricos. 
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Receptores de lipoproteínas 


Las primeras pruebas de la existencia de receptores para lipoproteínas derivan de los 
trabajos de Goldstein y Brown, quienes describieron un receptor que se une de manera 
específica a la LDL, por lo que se le denominó en un principio receptor LDL. Los 
ligandos de este receptor son las apoproteínas E y B-100; debido a ello, también se le 
llama receptor apoB/E; además de las LDL se une a las VLDL, IDL y B-VLDL, e incluso 
se ha reportado su capacidad de unirse a los remanentes de los quilomicrones mediante la 
apoE. Este receptor es una glucoproteína transmembrana, con peso aparente de 164 000 
daltons (Da); su estructura ha sido determinada por medio del análisis de secuencia de los 
nucleótidos del DNA y cuenta con cinco dominios (figura 19-10). 
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Figura 19-10. Receptor a partículas LDL (lipoproteínas de baja densidad). 


El primer dominio en el extremo amino terminal está compuesto de 292 aminoácidos, 
en los cuales existe una secuencia de 40 aminoácidos repetida siete veces; dentro de cada 
una de estas secuencias se encuentran siete cisteínas que forman puentes disulfuro. 
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Además, contiene gran cantidad de residuos con carga negativa; este dominio se 
encuentra en la cara extracelular y es el responsable de la unión del ligando al receptor, 
quizá mediante la interacción de sus residuos con carga negativa y los residuos con carga 
positiva (lisinas y argininas) de los ligandos. 

El segundo dominio tiene unos 400 aminoácidos; también es extracitoplasmático y tiene 
35% de identidad con la porción extracelular del precursor para el factor de crecimiento 
epidérmico (EGF); aún se desconoce su importancia. 

El tercer dominio se encuentra de inmediato al exterior de la membrana y consta de 58 
aminoácidos, entre los cuales existen 18 residuos serina y treonina a los que están unidas 
las cadenas de carbohidratos. 

El cuarto dominio corresponde a la región transmembrana, formada por 22 
aminoácidos poco conservados que son los responsables de su anclaje a la membrana. 

El quinto corresponde a la fracción carboxilo terminal, es el único dominio 
citoplasmático de la proteína, cuenta con 50 aminoácidos y su función es la 
internalización del complejo receptor/ligando. Este receptor es el responsable de la unión 
de las dos terceras partes de las LDL circulantes; su unión a las apoproteínas B/100 y E 


requiere la presencia de Cas” 

El complejo formado por la lipoproteína y el receptor es internalizado mediante la 
formación de pozos cubiertos; a partir de éstos se forman las vesículas endocíticas, en 
donde el cambio del pH libera al receptor de su ligando, el cual es degradado mediante la 
acción de enzimas lisosómicas, mientras que el receptor es reciclado hacia la membrana. 
Este circuito se completa cada 20 min y el receptor tiene una vida media de dos días 
(figura 19-11). Un aumento de la concentración de colesterol intracelular induce un 
decremento en la transcripción de este receptor y su reciclaje a la membrana. Por ello, 
las LDL no son retiradas de manera eficiente de la circulación, y tiende a elevarse la 
concentración de colesterol en la sangre. El receptor se encuentra expresado en la 
mayoría de los grupos celulares, destacando la gran afinidad encontrada en células de las 
glándulas suprarrenales y en el cuerpo lúteo ovárico; estos tejidos tienen la más alta 
actividad por gramo de tejido. Sin embargo, debido al peso del órgano, el hígado es el 
que expresa el número más grande de receptores LDL. 
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Figura 19-11. Internalización y reciclaje de receptores a lipoproteínas. 


El hallazgo de que en pacientes que sufren hipercolesterolemia familiar —enfermedad 
autosómica dominante en la cual existen diferentes mutaciones en el receptor haciéndolo 
no funcional los niveles de remanentes de quilomicrones son normales, hizo suponer la 
existencia de otro receptor para estas lipoproteínas, que en un principio se denominó 
receptor de quilomicrones. Asimismo, se encontró que la mayor parte de los remanentes 
de quilomicrones eran retirados del plasma por el hígado, para lo que se requería la 
presencia de apoE. La clonación de una proteína de superficie celular (designada proteína 
relacionada con el receptor LDL [LRP] por su homología con el receptor LDL y que une 
e internaliza lipoproteínas enriquecidas con apoE) y la unión predominante en hígado de 
anticuerpos monoclonales dirigidos contra LRP sugirieron que esta molécula podría ser el 
receptor de quilomicrones. Por otra parte, se demostró que este receptor corresponde al 
receptor de la a7-macroglobulina activada, un inhibidor de proteasas plasmáticas. Se ha 
informado que el receptor se une a ambos ligandos, lipoproteínas enriquecidas con apoE 
y a7-macroglobulina activada, en sitios diferentes. 

El receptor LRP /a,-macroglobulina es una glucoproteína de alrededor de 600 kDa, con 
una cadena pesada de 515 kDa y una cadena ligera de 85 kDa. Además, presenta tres 
repeticiones del receptor LDL y se ha encontrado en una extensa variedad de tipos 
celulares, incluyendo hígado, cerebro y músculo (figura 19-12). 
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Figura 19-12. Receptor LRP (receptor accesorio del receptor a partículas LDL). 


La importancia fisiológica de este receptor en el metabolismo de las lipoproteínas aún 
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es tema de estudio. Se ha mencionado a un segundo posible receptor como el 
responsable de la unión de los remanentes de quilomicrones, y como receptor de 
aslaloglucoproteínas. Este receptor se expresa sólo en el hígado y se une a remanentes de 
quilomicrones, asialofetuína y otras asialoproteínas. Se dice que anticuerpos dirigidos 
contra este receptor inhiben la unión de remanentes de quilomicrones a las membranas 
hepáticas, y que la unión de remanentes de quilomicrones es cien veces más eficaz que la 
unión de LDL al receptor de asialoglucoproteína. Resulta interesante el hecho de que este 
receptor no presenta modulación en su expresión por las diferentes concentraciones 
celulares de colesterol. 

La mayoría de los receptores de superficie celular de mamíferos, que median adhesión 
y señalización, exhiben dos características de unión ligando/receptor: alta afinidad y 
estrecha especificidad (sólo se unen a un ligando o a una clase de ligandos muy 
relacionados). Las propiedades de unión del receptor LRP, así como de un receptor 
recién caracterizado y llamado receptor basurero (del inglés scavenger) (figura 19-13), no 
son partícipes de la característica de un receptor para un ligando, la cual ha dominado el 
análisis de la biología de los receptores de superficie celular. La unión de ligando a los 
receptores basureros (tipo I y II) y LRP se caracteriza por una alta afinidad, aunada a 
una muy baja especificidad; es decir, un receptor para muchos ligandos. Como 
consecuencia, estos receptores reconocen tanto lipoproteínas como ligandos no 
lipoproteínicos y al parecer participan en una amplia variedad de procesos biológicos. 
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Figura 19-13. Receptor basurero. 


El receptor basurero fue descubierto en el laboratorio de los doctores M. Brown y J. 
Goldstein, en Dallas, en 1979. Estos investigadores y sus colegas ya habian descubierto 
los receptores LDL, y en el momento del descubrimiento del receptor basurero se 
encontraban examinando los diferentes posibles mecanismos para la acumulación de 
partículas VLDL, ricas en colesterol, en la pared de las arterias durante la formación de 
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la placa aterosclerótica. Una de las características tempranas en el desarrollo de esta 
placa es la acumulación del colesterol por los macrófagos subendoteliales. La observación 
de que los niveles de VLDL plasmático elevados se correlacionan con un mayor riesgo de 
desarrollar aterosclerosis sugería que los receptores LDL podían mediar la internalización 
de altas concentraciones de colesterol a través de las partículas VLDL en estos 
macrófagos. 

Sin embargo, estudios relacionados, tanto in vitro como in vivo, indicaron que el 
receptor VLDL no es requerido y tal vez no tiene ningún vínculo con la acumulación 
masiva de colesterol en los macrófagos durante la aterogénesis. Por lo tanto, se sugirió la 
posible existencia de mecanismos alternos requeridos para explicar los niveles elevados 
de colesterol acumulados en los macrófagos. 

Fue así como, en estos macrófagos, descubrieron la existencia de un receptor basurero 
que sí podía mediar la endocitosis de cantidades elevadas de lipoproteínas LDL de forma 
química modificadas. En la actualidad se sabe que este receptor puede unirse a ligandos 
con muy diferentes características: proteínas modificadas de manera química como las 
lipoproteínas LDL acetiladas, lipoproteínas LDL oxidadas, albúmina sérica/maleimida, 
polirribonucleótidos, incluyendo poli I y poli G, polisacáridos como el dextrán sulfato, 
fosfolípidos aniónicos como la fosfatidilserina, y los polivinilsulfatos. 

A pesar de que algunos de estos ligandos, como podrían ser las LDL acetiladas y el 
polivinilsulfato, no son moléculas que se presenten en forma natural y, por tanto no son 
desde el punto de vista fisiológico relevantes, puede considerarse que comparten muchas 
características estructurales con los diferentes ligandos naturales requeridos para la alta 
afinidad de estos receptores (constantes de disociación en el rango nanomolar). 


Hiperprotememias 


Las hiperproteinemias corresponden a una serie de condiciones patológicas producidas 
por aumento y desequilibrio en la composición de algún tipo de lipoproteína. Por 
ejemplo, pueden estar asociadas a hipertrigliceridemia, hipercolesterolemia o a la 
combinación de las dos. Estas enfermedades pueden ser causadas por alteraciones 
genéticas o por algún factor ambiental. Las hiperproteimemias primarias se dividen en 
cinco tipos dependiendo del defecto básico, y las secundarias, como su nombre lo indica, 
se presentan después de algún otro padecimiento como obesidad, alteraciones de la 
elándula tiroides y diabetes. Trastornos genéticos asociados, por ejemplo, a la síntesis de 
apoB llevan a una afinidad disminuida de las LDL por su receptor, lo que aumenta de 
manera sorprendente los niveles de estas partículas en plasma. La deficiencia familiar de 
la enzima lipoproteína lipasa (LPL), también conocida como hiperquilomicronemia 
familiar, se caracteriza por el lento procesamiento de los quilomicrones. La deficiencia de 
LCAT familiar se caracteriza por la ineficiencia de las HDL para participar en el 
transporte reverso del colesterol. Por otro lado, en la enfermedad de Wolman los 
pacientes presentan un defecto en la enzima colesterol-esterhidrolasa del sistema 
reticuloendotelial, lo que modifica el catabolismo de las LDL. 
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La enfermedad de Tangier se caracteriza por una reducción en plasma de los niveles de 
HDL. Si bien estas últimas enfermedades, a comparación de las primeras, son de baja 
incidencia en la población, permiten entender el fino equilibrio que existe en el 
metabolismo normal de las lipoproteínas. 
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Metabolismo de los triacilglicéridos 


Biosíntesis de los ácidos grasos 


En los mamíferos, la síntesis de los ácidos grasos, o lipogénesis, se realiza sobre todo en 
el hígado, mediante la sintasa de los ácidos grasos (figura 19-14), enzima del citosol 
formada por un dímero con dos polipéptidos idénticos. Son de enorme interés por que 
cada uno de ellos posee siete actividades enzimáticas diferentes y tiene en el centro del 
polipéptido un segmento denominado proteína transportadora de acilos. En su estructura 
se encuentra una fosfopanteteína, idéntica a la de la coenzima A, y un grupo SH, al que 
se une el residuo ácido graso que va formándose por medio de sucesivos alargamientos, 
en donde el donador de carbonos es la malonil-CoA y el agente reductor el NADPH 
(figura 19-15). A manera de resumen, las siete actividades enzimáticas, unidas a la 
transportadora de acilos del polipéptido en cuestión, catalizan la siguiente reacción: 


acetil-CoA + 7 malonil-CoA + 14 NADPH + 14 H*— palmitato 
+ 14 NADP* + 8 CoA + 7 CO? + 6 H20 


Cualquier cambio posterior al ácido graso se realiza fuera del complejo de la sintetasa. 
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Figura 19-14. Sintasas de los ácidos grasos. La proteína funcional en los mamíferos es un dímero que contiene, 


en cada uno de sus monómeros, las 7 actividades enzimáticas incluidas en la figura, además de la proteína 
transportadora de acilos (ACP, del inglés acyl carrier protein). Nótese en el esquema que las cuatro primeras 


reacciones son catalizadas por las actividades enzimáticas localizadas en una de las subunidades y que las tres 
últimas reacciones son catalizadas por las actividades enzimáticas de la otra subunidad. Por tanto, se requieren 


ambos monómeros para producir dos cadenas de acilo, de manera simultánea. 
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Figura 19-15. Reacciones en la síntesis de los ácidos grasos. 


Síntesis de la malonil-coenzima A 
D 


®© La sustancia clave de la lipogénesis es la malonil-coenzima A, alimentadora de la vía. Se forma por 


acción de la acetil-coenzima A carboxilasa, que contiene biotina, vitamina con capacidad para recibir y 
ceder CO, en una reacción dependiente de ATP. 


La enzima favorece la carboxilación de la biotina y la transferencia del carboxilo a la 
acetil-coenzima A. La fosforilación de la carboxilasa por una cinasa disminuye su 
actividad, recuperable si pierde los fosfatos por acción de una fosfatasa específica, donde 
los procesos de fosforilación y desfosforilación son influidos por insulina, glucagon y 
adrenalina. En su forma activa, la carboxilasa es estimulada por el citrato y sobre todo 
por la coenzima A, mientras que la palmitoil-coenzima A y los ácidos grasos son 
poderosos inhibidores. Conviene señalar aquí que uno de sus sustratos, la acetil- 
coenzima A, se sintetiza de preferencia en la mitocondria y como tal no puede salir a 
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través de su membrana. En los mamíferos, la principal fuente de la acetil-coenzima A 
que se incorpora a la síntesis de ácidos grasos es la descarboxilación oxidativa del 
piruvato en la mitocondria, obtenido de la glucólisis o proveniente de los aminoácidos, 
tanto glucogénicos como cetogénicos. 

Un organismo en condiciones de gasto energético elevado tiende al consumo de sus 
reservas —carbohidratos y lípidos- y a la oxidación total de la acetil-coenzima A en el 
ciclo de los ácidos tricarboxilicos. Por el contrario, en caso de abundancia de alimento, 
todas las fuentes de acetil-coenzima A —en especial la glucosa, vía piruvato— impulsan la 
síntesis de ácidos grasos. La capacidad de los animales de transformar los carbohidratos 
en grasas es muy importante, pero no sucede lo mismo en el caso contrario, la 
transformación de grasa en carbohidratos. No existe conversión neta de grasas en 
carbohidratos, debido a que el consumo de una molécula de acetil-coenzima A, en cada 
vuelta del ciclo de Krebs, se acompaña de la desaparición de 2 C, o sea el equivalente de 
la acetil-coenzima A introducida en él. Además, al ser irreversible la conversión del 
piruvato en acetil-coenzima A, se impide la única posibilidad en los animales de generar 
carbohidratos a partir de grasas. 

La siguiente etapa consiste en la salida del acetilo unido a la coenzima A mitocondrial. 
Con la participación de la citrato sintasa, el acetato se une al oxalacetato y forma citrato, 
el cual sale de la mitocondria. En el citosol, el citrato activa la acetil-coenzima A 
carboxilasa y, al fragmentarse dicho citrato por medio de la citrato liasa, el ATP y la 
coenzima A, genera acetil-coenzima A, en especial el sustrato de la carboxilasa y el 
oxalacetato, que más tarde será utilizado para producir NADPH (figura 19-16). 


HC — COOH O 
| r Citrato liasa ll Il y 
HO—C—H,C—COO + ATP + CoA- SHA —————=>-CHz — C-SCOA + a COO + ADP+Pi 
z 
HC — COO HC — COO 
Acetil Oxalacetato 
coenzima A 


Figura 19-16. Reacción catalizada por la citrato liasa. 


Fuentes de NADPH para la síntesis de los ácidos grasos 


La adición de un fragmento de dos carbonos a un radical acilo implica el costo de 
introducir los equivalentes reductores de dos moléculas de NADPH (figura 19-15). Existen 
al menos dos vías metabólicas muy activas en la producción de NADPH promovidas por 
la oxidación de la glucosa. Una de las vías es el ciclo de las pentosas, en donde la 
oxidación de la glucosa-6-fosfato y del 6-fosfogluconato libera de forma directa NADPH 
(figura 18-17). La oxidación de la glucosa-6-fosfato por esta vía es inhibida por la 
palmitoil-coenzima A. La otra vía depende de la salida del citrato de la mitocondria y de 


booksmedicos.org 


la formación de oxalacetato, el cual es reducido a malato por la deshidrogenasa málica, 
donde el malato se convierte en una fuente de NADPH por acción de la enzima málica 
(figura 19-17). 


O 
II s Deshidrogenasa málica ki 
C=-COO i 
| + NADH + H* e i COO AGS 
HC meye 003 
HC — COO- 
Oxalacetato lin 
HO 
m) coo NADP Enzima málica ls 
== - 4 ri 
- 1 C=0 + CO, + NADPH + H* 
HC —CO0O~ i 
COO- , 
Malato Piruvato 


Figura 19-17. Secuencia de reacciones catalizadas por la deshidrogenasa málica y la enzima málica, uno de 
cuyos productos importantes es el NADPH. 


El piruvato originado penetra a la mitocondria, donde se convierte en uno de los 
precursores del citrato y sale de nuevo de la mitocondria. Así, el piruvato, con previa 
descarboxilación, es convertido en acetil-coenzima A o es carboxilado y convertido en 
oxalacetato. 


Síntesis de los ácidos grasos no saturados 


La transformación del ácido esteárico, C18:0, en ácido oleico, C18:1, y la del ácido 
palmítico, C16:0, en palmitoleico, C16:1, es proceso común en todo ser viviente. Se trata 
de una reducción catalizada por una oxigenasa en presencia de O) y NADPH. En 
general, los organismos animales no pueden sintetizar los ácidos grasos “esenciales” o 
poliinsaturados (linoleico y linolénico) con dobles ligaduras entre el CH3 terminal y el 
carbono de la posición 7. 


Biosíntesis de los triacilglicéridos 


En la formación de los triacilglicéridos intervienen diversos precursores. El primero es el 
a-glicerofosfato obtenido a partir de: a) glicerol más ATP en una reacción catalizada por 
la glicerocinasa, y b) dihidroxiacetona fosfato, proveniente de la glucólisis por medio de la 
deshidrogenasa del glicerofosfato y el NADH (figura 19-18). El a-glicerofosfato, con el 
concurso de una acil-transferasa, recibe de manera sucesiva dos radicales de ácidos 
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grasos, provenientes de dos moléculas de acil-coenzima A, y genera ácido fosfatídico 
(figura 19-19). 


NAD* NADH+H* 
HC —OH 
| 


HO wcs 


| Glicerol 3-fosfato | 
H¿0—0—LP) deshidrogenasa H2C— O AP) 


Fosfato de 
dihidroxiacetona 


Glicerol 3-fosfato 


Figura 19-18. Biosíntesis del glicerofosfato a partir del fosfato de dihidroxiacetona. 


RCO —S — CoA 

chon ATP ADP cho RECO0—=8=CG0A  cuoocr, o 

| \ ) | | Il 
CHOH CHOH CHOOCR> (P) es la abreviatura de — P — O` 
| | | | 
CHOH Glicerol CH0 — (P) 2HS—CoA CH0- (P) O 

cinasa 
Glicerol 


Glicerofostato 


Ácido fosfatídico 
Acil transterasa 


Figura 19-19. Biosíntesis del ácido fosfatídico. 


En la siguiente reacción, una fosfatasa convierte el ácido fosfatídico en un 1,2- 
diacilglicérido y, en seguida, otra molécula de acil-coenzima A cede su residuo ácido 


graso al OH libre del diacilglicérido para formar el triacilglicérido o grasa neutra (figura 19- 
20). 


booksmedicos.org 


CH¿OOCR, 


CHOOCR» 


| 
CH20 - (P) 


Ácido fosfatídico 


HO 
Fosfatasa —> 


Acil transferasa HO — (P) 


CH OOCR; R3CO—5S—COA CH,OOCR, 
| l 


CHOOCR, id 
CH200Ckhz HS —CoA CH20H 


Triglicérido 1,2-diacilglicérido 


Figura 19-20. Biosíntesis de los triacilglicéridos. 


Entre la síntesis y la degradación 


El equilibrio depende, en primer término, del balance energético y calórico general del 
individuo. Cualquier ingestión de carbohidratos, lípidos o incluso proteínas por encima de 
las necesidades inmediatas tiende a la biosíntesis de ácidos grasos y triacilglicéridos y a su 
almacenamiento. Por el contrario, en ayunas, el gasto energético implica un consumo 
inicial de los carbohidratos, glucosa o glucógeno; pero si el gasto persiste sin aporte 
alimentario adicional, la obtención de energía dependerá de la oxidación de los ácidos 
grasos en las mitocondrias. Los únicos ácidos grasos cuyo consumo o síntesis no se 
relacionan con la falta o el exceso de calorías de la dieta son los poliinsaturados. 

En el cuadro 19-3 se presenta el aspecto comparativo de los mecanismos celulares que 
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impiden la actividad simultánea de ambas vías metabólicas. 


Cuadro 19-3. Estudio comparativo entre la oxidación y la biosíntesis de triacilglicéridos 


Ayuno Estimulada Inhibida 

Ingestión abundante de alimentos Inhibida Estimulada 

Necesidades energéticas de la célula Insatisfechas Satisfechas 

Niveles de ATP intracelulares Ocurre cuando tienden a disminuir Se realiza cuando tienden a aumentar 
Localización intracelular Mitocondria Citosol 

Tipo de transportador de acilos Coenzima A Proteína transportadora de acilo 
Forma de manejo del fragmento de dos carbonos Acetil coenzima A Malonil coenzima A 
Acarreador de equivalentes reductores FAD y N AD? NADP? 

Respuesta al citrato Es importante, la estimula 
Respuesta a la palmitoil-CoA Es importante, la inhibe 
Participación del glicerofosfato Se oxida en lugar de la glucosa Se forma al oxidarse la glucosa 


Degradación de los triacilglicéridos 


Los triacilglicéridos se degradan en la mayor parte de los tejidos, comenzando con la 
liberación de los ácidos grasos y el glicerol a través de sus formas de diacilglicéridos y 
monoacilglicéridos. La reacción completa es la siguiente: 


f 
O  2HC=0-=C=R 2HC—OH HOOC —R 
T | 3H,0 i 
R =C —0-CH (0) HC — OH + HOOC —R' 
¿HC =Q = QR" 2HC—OH HOOC —R” 


Es conveniente mencionar dos características del tejido adiposo. Por un lado, es el 
tejido con mayor contenido de triacilglicéridos; las lipasas que los hidrolizan son sensibles 
a las hormonas; es decir, el glucagon y la adrenalina, a través de sus respectivos 
receptores y segundos mensajeros, estimulan la actividad de las lipasas y promueven la 
salida de ácidos grasos y glicerol. Por otro lado, el tejido adiposo carece de la cinasa 
específica para fosforilar el glicerol; por tanto, el glicerol resultante de la hidrólisis de los 
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triacilelicéridos sale de la célula y pasa a la sangre, de donde es captado por el hígado, el 
corazón y otros tejidos que, con el concurso de la glicerolcinasa y el ATP, forma 
elicerofosfato. Si el glicerofosfato pasa a fosfato de dihidroxiacetona, se incorpora a la 
glucosa. 


Sustracción de fragmentos de 2 C: B-oxidación 


La oxidación total de los ácidos grasos a H,0 y CO, se realiza por varios caminos, el 
más importante de los cuales es la P-oxidación. Ésta consiste en una serie gradual de 
oxidaciones y cambios químicos que se efectúan en el carbono f, o segundo carbono 
después del COOH. 

En la reacción inicial o de activación del ácido graso participan, además de un ácido 
graso, la tiocinasa específica, la coenzima A, el ATP y el magnesio; en esta reacción, 
parte de la energía liberada en la hidrólisis del ATP se usa para establecer un enlace entre 
el grupo carboxílico del ácido graso y la molécula de coenzima A (figura 19-21). 

En la reacción, el ATP se transforma en AMP más pirofosfato (PP1). La nueva 
agrupación acil-coenzima A tiene una unión tioéster, equivalente de una unión de alta 
energía. Una pirofosfatasa hidroliza el PPi en Pi + Pi e impide la reversibilidad de la 
reacción. 

Así, en la activación de un ácido graso se consumen, en rigor, dos enlaces de alta 
energía, ya que el ATP se transforma en AMP y dos moléculas de fosfato inorgánico 
(figura 19-21). 


2Pi HS-SCoA 
O O O O O O 
4 Il Il Il J Il 
AA + A a MN oin R —C— O —P — O — Adenosina 
| 
0 O O O O- 
Acido graso ATP Aciladenilato 
O O 


II 
R—C—SCoA + e llad Adenosina 


O 
Acil-CoA AMP 


Figura 19-21. Activación de los ácidos grasos. La reacción se hace irreversible al ser hidrolizado el pirofosfato 
en dos moléculas de fosfato inorgánico. 


g 3 ) 
2 La activación del ácido graso se realiza fuera de las mitocondrias, y su oxidación, en el interior. Los 
ácidos grasos activados, con más de 10 carbonos en su molécula, requieren un transportador, la 


carnitina, para atravesar la membrana mitocondrial El fenómeno depende de una acil-transferasa 
localizada en dicha membrana; el grupo acilo de la acil-coenzima A pasa a la carnitina y forma la acil- 
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carnitina, la cual, en el interior de la membrana, y por la acción de otra acil-transferasa, traspasa el acilo 
a una molécula de coenzima A intramitocondrial y regenera la acil-coenzima A (figura 19-22). 


O 
I 
Citoplasma H-SCoA R—C —SCoA 


Palmitol carnitin 
R-C — Carnitina transferasal Carnitina 


Carnitina 


R—C — Carnitina Palmitol carnitín 
transferasa || 


Matriz mitocondrial 


H-SCoA R— C — SCoA 
Figura 19-22. Función de la proteína acarreadora de carnitina y aciltransferasas participantes. 


En una rara enfermedad innata del metabolismo, sobreviene fuerte dolor muscular 
después del ejercicio o de la ingestión de alimentos ricos en lípidos. Estas situaciones 
requieren la oxidación eficiente de los ácidos grasos en el músculo; como la enzima 
activadora de los ácidos grasos es normal, el problema parece residir en el traslado de los 
ácidos hacia el interior de la mitocondria, ya que la administración de carnitina es útil 
para disminuir las molestias. 

En la matriz mitocondrial la acil-coenzima A se oxida por medio de una acil- 
deshidrogenasa, flavoproteína acoplada al FAD, para generar enoil-coenzima A y FADH, 
(fi gura 19-23), el cual cede sus equivalentes reductores a la cadena respiratoria. La enoil- 
coenzima A es hidratada por acción de la enoil-CoA hidratasa en la doble ligadura del 
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enoilo unido a la coenzima A, fijando el OH del H2O en el carbono f, para producir la 
hidroxiacil-coenzima A (figura 19-23). Enseguida ocurre otra oxidación; el hidroxiacilo, en 


presencia de una hidroxiacil-deshidrogenasa, con NAD* como coenzima, genera NADH 
y la correspondiente cetoacil-coenzima A (figura 19-24). Como sucede con el NADH 
generado en la mitocondria, éste cede sus equivalentes reductores a la cadena respiratoria 
mitocondrial. La cetoacil-coenzima A recién formada pierde dos de sus carbonos; la 
enzima tiolasa, en presencia de una molécula de coenzima A, cataliza la reacción en que 
se rompe el enlace entre el segundo y el tercer carbono de la cetoacil-coenzima A (figura 
19-24), de modo que se liberan acetil-coenzima A y el radical acilo, ahora con dos 
carbonos menos, el cual queda unido a la nueva molécula de coenzima A que entra en la 
reacción. En la figura se presenta la existencia de un acilo, con dos carbonos menos, pero 
aún activado, para seguir con los ciclos de oxidación y fragmentación ya descritos. Los 
dos carbonos desprendidos están disponibles para su oxidación total en el ciclo de los 
ácidos tricarboxílicos, o para la síntesis de cuerpos cetónicos o colesterol. 


RCH2CH2CO=SCOA 

Acilcoenzima A 

FAD 
Acil 
Cadena respiratoria deshidrogenasa 
FADH, 
RCH=CHCO~SCoA 
Enoil coenzima A 
H2O 


Enoil-CoA hidratasa 


RCOHCHCO-SCOA 
Hidroxiacil coenzima A 


Figura 19-23. Reacciones catalizadas por la acil deshidrogenasa y la enoil hidrasa. 


692. 
booksmedicos.org 


RCHOHCHCO=SCOA 
Hidroxiacil coenzima A 


Energía NAD“ 
ss MEN P-hidroxiacil deshidrogenasa 
NADH+H* 
O 
II 
RCCHCO~SCoA CoASH 


Cetoacil coenzima A 


p-cetoaciltiolasa 


O 
lI 
RC~SCoA CH CO~SCoA 
Acil coenzima A Acetil coenzima A 


con 2 C menos 


Figura 19-24. Reacción de la hidroxiacil coenzima A deshidrogenasa y de la cetotiolasa para la síntesis de acetil- 
CoA. 


Así, un ácido graso de 16 carbonos genera ocho moléculas de acetil-coenzima A 
mediante 7 “ciclos” de oxidaciones, liberando cada uno una acetil-coenzima A, a 
excepción del último, en el cual el acilo de cuatro carbonos, al ser oxidado, se fragmenta 
en dos moléculas de acetil-coenzima A. 


Aspectos energéticos 


En el curso del proceso degradativo ocurre la partición sucesiva de la molécula del ácido 
graso en porciones de dos carbonos y la oxidación del fragmento de 2 C, como acetilo, 
en el ciclo del ácido cítrico; la energía liberada se contabiliza como sigue: cada acetilo que 
se genera a través de las deshidrogenaciones del ácido graso produce 5 mol de ATP. El 
acetilo, incorporado al ciclo del ácido cítrico, produce un total de 12 mol más de ATP. De 
este gran total deben sustraerse los 2 ~(P) empleados para activar el ácido graso en la 
primera reacción de proceso. 
Tomando como ejemplo el ácido esteárico, de 18 C, se tiene: 
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Partición del ácido esteárico en 9 acetilos, o sea 8 procesos 
de B-oxidación 


5 ~ (P) por acetilo 40 ~ (P) 

Nueve acetilos oxidados en el ciclo de Krebs 

12 ~ (P) por acetilo 108 - (P) 
Total 148 - (P) 

Menos 2 ~ (P) de la activación inicial, totalfinal 146 ~ (P) 


La ecuación general del proceso de oxidación para el ácido esteárico es: 


La oxidación completa de un mol (284 g) de ácido esteárico libera 2 600 kcal; la energía 
captada en forma de ATP equivale a unas 1 095 kcal, o sea cerca de 40% de la energía 
total, equivalente a la eficiencia en la oxidación del ácido graso. Lo anterior quiere decir 
que de 100% de la energía liberada en la oxidación del ácido esteárico, 40% se emplea en 
sintetizar ATP, es decir, energía útil para los distintos tipos de trabajo celular. 


Cuerpos cetónicos 


El hígado, órgano clave del metabolismo de los lípidos, es el principal productor de los 
cuerpos cetónicos. En condiciones normales, la oxidación hepática de los ácidos grasos es 
incompleta, y por lo tanto aparecen acetoacetato y sus derivados, 3-hidroxibutirato y 
acetona, llamados de manera genérica cuerpos cetónicos. El acetoacetato se transforma 
en PB-hidroxibutirato por acción de la deshidrogenasa correspondiente. La acetona se 
forma por descarboxilación espontánea del acetoacetato (figura 19-25). Los cuerpos 
cetónicos salen del hígado y son oxidados por otros tejidos, en especial por el músculo. 
En su mayor parte, el acetoacetato proviene de la partición de la 3-hidroxi- 3- 
metilglutarilcoenzima A, metabolito clave en el camino biosintético del colesterol; esto es, 
una encrucijada metabólica permite dirigir dicho metabolito a la síntesis de colesterol o a 
la de cuerpos cetónicos. Al producirse acetoacetato se libera, además, acetil-coenzima A. 
En el hígado, cuando se forma acetoacetil-coenzima A, la enzima desacilasa la convierte 
en acetoacetato libre más coenzima A. Por otra parte, la capacidad del hígado de activar 
el acetoacetato y formar acetoacetil-coenzima A es muy baja; el resultado neto es una 
producción de acetoacetato mayor de la que el hígado puede oxidar, y que luego pasa a la 
circulación. En condiciones normales, la concentración de cuerpos cetónicos circulantes 
es de alrededor de 1 mg/100 mL, que corresponde a una continua síntesis en unos tejidos 
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y degradación en otros. 


Coo- 0010 
' NADH+H*  NAD* | 
CH, CO CH, CHz 
| | 
C= 0 C= 0 T as è at 
| | | 
Acetona Acetoacetato P-hidroxibutirato 


Figura 19-25. Cuerpos cetónicos. 


En el tejido muscular la situación es opuesta a la del hígado; existen al menos dos 
enzimas muy activas que unen la coenzima A con el acetoacetato para iniciar su 
oxidación. Una de ellas es la tioforasa, catalizadora del paso de la coenzima A del 
succinato al acetoacetato (figura 19-26), y la otra es la acetoacetato tiocinasa. En los tejidos 
periféricos, la acetoacetil-coenzima A se fragmenta en dos moléculas de acetil-coenzima 
A oxidable en el ciclo de los ácidos tricarboxílicos. 

En individuos en ayuno prolongado o diabéticos mal manejados aparece el cuadro de 
cetosis, por aumento de la formación de cuerpos cetónicos con elevación de sus niveles 
en la sangre (cetonemia) y su aparición en la orina (cetonuria). 


O O 
T [l [l 
CH, Es CH, = C007 CH3 — C — CH, — C~SCoA 
Acetoacetato Tioforasa Acetoacetil coenzima A 
j 
-00C — CH) — CH, — C=SCOA -OOC — CH), — CH, —COO” 
Succinil coenzima A Succinato 


Figura 19-26. Conversión de la succinil CoA a la acetoacetil CoA mediante la tioforasa. 
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Causas de las cetosis 


El aumento en la oxidación hepática de ácidos grasos, con la consecuente producción 
elevada de cuerpos cetónicos por el mismo hígado, es la principal causa de la cetosis. Sin 
embargo, la capacidad oxidativa de los cuerpos cetónicos por los tejidos extrahepáticos se 
satura a una concentración de 12 umol/L. 

En la regulación de la síntesis de cuerpos cetónicos se consideran tres etapas. La 
primera es la oxidación de los ácidos grasos por el hígado. Con una alimentación 
adecuada, la oxidación de los ácidos grasos en el hígado forma una cantidad pequeña de 
cuerpos cetónicos que son oxidados con facilidad en el tejido muscular. A medida que 
aumenta la proporción de ácidos grasos oxidados por el hígado, acrecienta la formación 
de cuerpos cetónicos, de manera que cualquier causa que movilice ácidos grasos a la 
circulación favorece su oxidación hepática y en consecuencia la producción de cuerpos 
cetónicos. La ingestión de cantidades exageradas de ácidos grasos, la diabetes mal tratada 
o el ayuno prolongado son condiciones que elevan la disponibilidad de ácidos grasos en 
sangre, su Oxidación en el hígado y la síntesis de cantidades importantes de cuerpos 
cetónicos. 

La segunda etapa se refiere al destino del ácido graso presente en el citosol del 
hepatocito. Una vez activado el ácido graso y convertido en acil-CoA puede seguir dos 
caminos diferentes: a) esterificación con el glicerofosfato para formar triacilgliceroles, o 
b) incorporación a la mitocondria para su oxidación y formación de cuerpos cetónicos. Se 
favorece la segunda alternativa por el mecanismo que se explica enseguida. La ruta para 
la incorporación del acilo de la CoA a la mitocondria incluye su transferencia a la 
carnitina para formar acil-carnitina y así atravesar la membrana mitocondrial; la enzima 
que transfiere el acilo, palmitoil-transferasa de la carnitina, es inhibida por la malonil- 
CoA. A su vez, la malonil-CoA se eleva en caso de síntesis de ácidos grasos, situación 
que no se observa en el hígado de un sujeto con diabetes o ayuno prolongado. Por tanto, 
la baja poza de malonil-CoA permite la incorporación del acilo de los ácidos grasos a la 
mitocondria para su posterior oxidación y formación de cuerpos cetónicos. 

La tercera etapa en la regulación de la síntesis de los cuerpos cetónicos sucede en el 
seno de las mitocondrias de los hepatocitos. La acetil-CoA generada en la P-oxidación se 
convierte en cuerpos cetónicos o es oxidada en el ciclo de Krebs. Al parecer, la cantidad 
de ATP generada en el ciclo de los ácidos tricarboxílicos es la principal señal para definir 
el destino de la acetil-CoA. A medida que se oxida más acetil-CoA en el ciclo, se eleva la 
poza de ATP, lo cual inhibe dicho ciclo; pero como continúa formándose más acetil-CoA, 
el exceso se canaliza a la formación de cuerpos cetónicos. También se ha sugerido que el 
ciclo de Krebs disminuye su velocidad de operación debido a un descenso del 
oxalacetato, molécula con la que se une la acetil-CoA para iniciar el ciclo de Krebs. La 
disminución del oxalacetato podría deberse a su uso en otras vías diferentes, por 
ejemplo, la gluconeogénesis o la transaminación. La administración de glucosa y su uso 
en las células elevan con rapidez la poza de oxalacetato, aceleran la oxidación de acetil- 
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CoA por el ciclo de Krebs y evitan la formación hepática de más cuerpos cetónicos, al 
mismo tiempo que aceleran la oxidación de los propios cuerpos cetónicos en los tejidos 
extrahepáticos. 
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Metabolismo de los fosfolípidos 


Biosíntesis de los glicerofosfolípidos 


A partir de moléculas relativamente disponibles en forma constante, para que ocurra la 
biosíntesis de los fosfolípidos se requieren: glicerol, ácido fosfórico, ácidos grasos y bases 
nitrogenadas como colina, serina, esfingosina, etanolamina, entre otras. Por no 
sintetizarse en el organismo, los ácidos grasos esenciales —y, en ciertas especies, el 
inositol- deben estar presentes en los alimentos, preformados para incorporarse a los 
fosfolípidos. En la síntesis de los fosfolípidos es indispensable la “activación” de las 
moléculas participantes. En algunas ocasiones se activa el diacilglicérido, en forma del 
ácido fosfatídico, al unirse con el citidin-trifosfato (CTP) (figura 19-27). El CDP diacil- 
glicerol reacciona con serina, inositol o fosfatidil-glicerol, por medio de las enzimas 
específicas correspondientes, para formar tres tipos distintos de fosfolípidos: 


CDP-diacilglicerol + serina — fosfatidilserina + CMP 
CDP-diacilglicero!l + inositol => fosfatidilinositol + CMP 
CDP-diacilglicerol + fosfatidilglicerol > cardiolipina + CMP 


O 
il | 
Fosfatidato 
E i citidil 
| t 
R'—= C—O-—CH + ctp 5 CDP-diacilglicerol + PPi 


Ácido fosfatídico 


Figura 19-27. Formación de un precursor de los fosfolípidos. 
El otro tipo de activación es la fosforilación de la base nitrogenada, que reacciona con el 


CTP y el diacilglicérido para generar el fosfolípido correspondiente (figura 19-28). Los 
fosfolípidos ya formados pueden convertirse unos en otros, por ejemplo: 


fosfatidiletanolamina + serina $ fosfatidilserina + etanolamina 


fosfatidiletanolamina + 3 R-S ~ CH3 $ cardiolipina + CMP 
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En el segundo caso, el donador de metilos es la S-adenosilmetionina. 


ATP Colina (o etanolamina) 


ADP Colina -(P) Citidina — (P) (P) -(P) 


O -®© Citidina — (P) ~ (P) — Colina 


Citidina — (P) 


Figura 19-28. Síntesis de un fosfolipido. 


— Ácido graso; 
— Ácido graso, 
— OH 


Glicerol 


1,2-diacilglicérido 


— Ácido graso; 
— Ácido graso» 


= (P) -colina 


Fosfatidilcolina 


Glicerol 


Biosíntesis de los esfingolípidos y de los esfingoglucolípidos 


D 


© La única clase de fosfolipido que contiene a la molécula ceramida (N-acik-esfingosina) como su 
porción hidrofóbica es la esfingomielina, un importante lipido estructural de las membranas celulares 
nerviosas. La principal vía de síntesis de esta molécula se lleva a cabo a través de la donación del grupo 


fosfocolina de la fosfatidilcolina a la N-acilesfingosina (figura 19-29). 
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OH H O 


o CH-C=C—(CHa)}2— CH; o Pena 
ai e H + da de: ii o — > 
CHOH CH2— O—P—0O— CH, — CH3 — N*(CH3)3 
N-acilesfingosina (ceramida) 6 


Fostatidilcolina 


a 
o y = C — (CH2)12 — CH3 
a ii o + Diacilglicerol 
CH¿—0—P—O—CH?— CH2—N (CH) 
O” 


Esfingomielina 
Figura 19-29. Síntesis de la esfingomielina. 


La gran mayoría de los esfingolípidos son esfingoglucolípidos, los cuales presentan 
unidades de carbohidrato asociadas a sus cabezas polares. Como se revisó en el capítulo 
14, las principales clases de esfingoglucolípidos son los cerebrósidos y los gangliósidos. 

La biosíntesis de la N-acilesfingosina se lleva a cabo en cuatro reacciones a partir de 
palmitoil-CoA y serina. La enzima 3-cetoesfingonina sintasa dependiente de fosfato de 
piridoxal cataliza la condensación de la palmitoil-CoA con la serina para producir 3- 
citoesfingonina (figura 19-30). La reductasa de la 3-cetoesfingonina dependiente de la 
reducción del NADPH cataliza la formación de la esfingonina. 
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O “NH 
Il | 
CH3— (CH2)14— C — S — CoA -00C — CH=CH; — OH 


Palmitoil-CoA Serina 


Fosfato de piridoxal, Mn** 


Serina 
Palmitoil transferasa 


CoA » SH CO» 
O 
CH; — (CH3)12 — CH2¿— CH, e e CH —CH,—OH 
NHz* 


3-cetoesfingonina 


Figura 19-30. Síntesis de cetoesfingonina como intermediario en la síntesis de ceramidas. 


A través de la transferencia de un grupo acilo de la acil- CoA que cataliza la CoA 
transferasa se forma la dehidroceramida, que, mediante la dihidroceramida desaturasa, da 
lugar a la molécula de ceramida (figura 19-31). Los cerebrósidos, en especial representados 
por los glucocerebrósidos y galactocerebrósidos, son sintetizados mediante la adición a la 
molécula de ceramida de unidades glucosídicas activadas con UDP de las diferentes 
hexosas. 


701. 
booksmedicos.org 


Cetoesfingonina 


NADPH + H* 
Cetoesfingonina reductasa 
NADP+ 
gn 
oHm CH, SR CH3 pa (CH3)42 z CH3 
| 
E e i Dihidroesfingosina 
CHOH 
ji 
R —C— SCoA 
Acil-CoA-transferasa 
H-SCoA 
ió 
O CH — CH), — CH3 —(CH») 12 — CH3 
R=C—=NH—=C—H Dihidroceramida 
CHOH 
Ya O, 
Dihidroceramida desaturasa 
H,O 
ii H 
O CH — C=C- (CH3)27 CH3 
E MS H Ceramida 
| 
CHOH 


Figura 19-31. Síntesis de la ceramida. 


Los gangliósidos son sintetizados mediante una serie de glucosiltransferasas que 
catalizan la transferencia de unidades galactosilo de la galactosa activada con UDP a la 
molécula ceramida, a través de uniones ß-(1,4) para formar al glucolípido precursor, 


702, 
booksmedicos.org 


llamado lactosilceramida. A partir de este precursor, los gangliósidos Gy se forman con la 
adición de moléculas de ácido N-acetilmuramínico o ácido siálico activadas con CMP. 
Las adiciones secuenciales a Gyyz de las unidades N-acetilgalactosamina y galactosa 
activadas se realizan en la síntesis de los gangliósidos Gm2 y Gm (figura 19-32). 


UDP-glucosa OH H 
UDP | | 
O CH—C=0—(CH2)12—CH 
Il 
Ceramida R=C=NH=C —H H 
| 
CH, — O 
CHOH 


H OH 
Glucocerebrósido 
UDP-Gal 
UDP 


Lactosil ceramida 


Gangliósidos 


Figura 19-32. Biosíntesis de los gangliósidos. 
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Gangliosidosis 

Las gangliosidosis son una serie de enfermedades enzimáticas hereditarias englobadas en 
el grupo de las lipoidosis, caracterizadas por la acumulación lisosómica celular de 
gangliósidos, que afectan en mayor medida el sistema nervioso central. Estas 
enfermedades se inician por una deficiencia metabólica en el procesamiento de los 
gangliósidos. Las gangliosidosis Gy¡, también conocidas como del tipo generalizado, se 
deben a la ausencia o falla de la enzima P-galactosidasa, que provoca la acumulación del 
gangliósido Gym¡. Se conocen tres formas de gangliosidosis Gy¡, con diferencias 
específicas en sus manifestaciones clínicas y edad de aparición: lipoidosis neurovisceral 
familiar (enfermedad de Landing), lipidosis infantil tardía y enfermedad de Norman- 
Landing. En las gangliosidosis tipo Gm2, el déficit se encuentra en la enzima 
hexosaminidasa A y existen dos formas de presentación: La gangliosidosis tipo Sandhoff 
por deficiencia en la enzima hexosaminidasa A y B, ligada a una subunidad B anómala, y 
la tipo Tay-Sachs, que es causada por una falla en la hexosaminidasa A debida a cambios 
en su subunidad a. Ambas enfermedades se caracterizan por la rápida degeneración del 
sistema nervioso central durante los primeros años de vida. Entre los errores innatos del 
metabolismo de lípidos también se encuentran la enfermedad de Niemann-Pick, la 
enfermedad de Fabry y la enfermedad de Gaucher (figura 19-33). 


GM1 B-galactosidasa 
; Gangliosidosis generalizada 
GM2 
; hexosaminidasa A 
GM3 
Niemann-Pick j 
a T Ne glucosil- “coramida globosido 


focolina 
esfingomielina <= $ P=cHmoH -=o FaN E (Ga))-(Gu) -[esramida | 
R-CO=NH-—C—H G 
i al 


ceramida colina 
fosfotransferasa H=C=0H  NDP-glucosa UDP Gal 
l 


N-acetil-esfingosina 


H glucosiltransterasa | Ps 
(eaea) (Gn) Ceci] «— 


hexosaminidasa A y B 


(eaen) 


lactosil-ceramida 


Figura 19-33. Alteraciones enzimáticas que dan origen a gangliosidosis. 
De la primera se conocen cuatro subtipos, caracterizados por falla en la enzima 


esfingomielinasa y la consiguiente acumulación de esfingomielina en los lisosomas de las 
células en órganos como hígado, bazo y cerebro. A esta acumulación de lípidos en el 
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sistema lisosómico se le conoce como tesaurismosis. La enfermedad de Fabry asociada al 
cromosoma X es causada por una deficiencia de la hidrolasa lisosómica a-galactosidasa 
A, lo que produce una acumulación en lisosomas de moléculas como galabiosilceramida y 
elobotriaosilceramida. La enfermedad de Gaucher es debida a la deficiencia de la enzima 
P-glucosidasa ácida, también conocida como glucocerebrosidasa, lo que origina la 
acumulación en el sistema  reticuloendoletial de  glucocerebrósidos como la 
elucosilceramida. Se conocen cinco tipos de esta enfermedad, que se diferencian entre sí 
en especial por la diversa afectación en los diferentes Órganos, su evolución, si es crónica 
o aguda, así como por sus características neurolépticas (figura 19-33). 


booksmedicos.org 


Metabolismo del colesterol 


Biosíntesis 


La biosíntesis del colesterol se realiza por la unión de 18 fragmentos de 2C, en forma de 
acetil-coenzima A, a través de tres etapas: la primera, hasta el mevalonato; la segunda, 
del mevalonato al escualeno; y la tercera, del escualeno al colesterol. El camino que se 
describe a continuación es el de los mamíferos. 


Síntesis del mevalonato 
Dos moléculas de acetil. coenzima A se combinan en una reacción catalizada por la tiolasa para 
producir acetoacetil-coenzima A, de 4C; ésta, a su vez, se combina con otra acetil-coenzima A para 
formar una unidad de 6C, la 3-hidroxi- 3-metilglutaril-coenzima A (figura 19- 34); en la mitocondria, este 
compuesto forma cuerpos cetónicos y, en el citosol, genera colesterol En bacterias y plantas, la 3- 
hidroxi- 3-metilelutaril-coenzima A es precursora de esteroides y de otros derivados poliisoprenoides 
como terpenos, carotenoides, cadena lateral de ubiqumonas y vitamina K. 
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CH¿CO—SCO0A 
acetil-CoA (2C) 


CH¿COCH,CO— SCOA 
CH¿CO—SCOA Í/ Tiolasa  acetoacetil-CoA (4C) 
acetil-CoA (2C) 


acetil — SCoA (2C) 


3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA sintasa 


i 
HOOC Suar CH2CO—SCOA 
OH 
3-hidroxi-3-metilglutaril — SCoA (6C) 


Figura 19-34. Síntesis de la 3-hidroxi-3-metilglutaril CoA. 


El siguiente paso en la síntesis del colesterol es la formación del mevalonato, a partir de 
la 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzimaA,a través de la acción de la 3-hidroxi- 3- 
metilglutaril-coenzima A reductasa (figura 19-35). Este paso es el principal sitio de 
regulación en la biosíntesis del colesterol. 
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3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (6C) 


2 NADPH + 2H* 


3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductasa 


2 NADP* + SH— CoA 


Ácidos biliares, colesterol 


=00C—CH,-C—CH,—CH¿—OH 
OH 


Mevalonato 


Figura 19-35. Biosíntesis del mevalonato. 


Mediante una serie de fosforilaciones seguidas de la descarboxilación del compuesto 
fosforilado intermediario, se sintetiza la unidad isoprénica activa de isopentenilpirofosfato 
(o bien, pirofosfato de isopentenilo). La estructura de este compuesto le permite, sin la 


necesidad de utilizar más ATP, condensarse en unidades de 15 y 30 carbonos (figura 19- 
36). 


booksmedicos.org 


CH3 
l 
HOCH; CH, CHCH¿COO 


OH 


Mevalonato (6C) 
3 ATP 


3 ADP 


HO — (P) 


CO, 
CH3 CH3 
| l 
HC-C=cCH-Ch-0- (P)-(P) === h,c=C- CH- CH -0- (P)- (P) 
Dimetilalil pirofosfato (5C) Isopentenil pirofosfato (5C) 
CH3 CH, 


l | 
H¿C—C =CH — CH2— CH3 —C =CH -CH2—O0-—(P) -(P) + PPi 
Geranil pirofosfato (10C) 


Isopentenil pirofosfato (5C) 


Farnesil pirofosfato (15C) + PPi 


Figura 19-36. Biosíntesis del farnesil pirofosfato a partir de 3 moléculas de mevalonato. 


En principio, una molécula de pirofosfato de isopentinilo se isomeriza a pirofosfato de 
dimetil-alilo, el cual se condensa con pirofosfato de isopentenilo. A su vez esto también 
ocurre con una segunda molécula de pirofosfato de geranilo, que mediante una nueva 
reacción de condensación produce pirofosfato de farnesilo. La molécula pirofosfato de 
farnesilo, al tener la capacidad de rotación libre, forma los anillos básicos A y B del 
núcleo de los esteroides. Si continúa el proceso, se formará un hidrocarburo de cadena 
larga conformado por dos moléculas de pirofosfato de farnesilo denominado escualeno. 

Mediante la acción de oxigenasas, la estructura de escualeno a través de la migración 
de grupos metilo forma el primer compuesto esteroideo de esta vía, conocido como 
lanosterol (figura 19-37). 
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Farnesil pirofosfato (15C) Farnesil pirofosfato (15C) 
H* + NADPH 


NADP* 


Escualeno + 2 Pi 


Oxigenasas 


lanosterol 


HO 


Figura 19-37. Biosintesis del lanosterol a partir de dos moléculas de farnesil pirofosfato. 


Etapa final 


La última etapa se inicia con la activación del escualeno con O, y NADPH, para formar 
el epóxido del escualeno ciclizado o lanosterol, por medio de una ciclasa. Enseguida el 
lanosterol pierde tres grupos metilo, una de las dobles ligaduras es reducida con NADPH 


y la otra doble ligadura emigra, para formar por último el colesterol (figura 19-38). 
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Lanosterol 
NADPH+H*+05 


NADP* 
+ H,O 


HO 


Colesterol 
Figura 19-38. Últimas etapas en la formación de colesterol. 


El escualeno y los intermediarios participantes de esta etapa se encuentran unidos a la 
“proteina acarreadora de esteroles o de escualeno”; dicha unión facilita la reacción, en un 
ambiente acuoso, del escualeno y los esteroles insolubles en agua con las moléculas 
hidrosolubles que los modifican. Unido a la proteína, el colesterol puede convertirse en 
hormonas y ácidos biliares, o bien incorporado a lipoproteínas y a membranas celulares 
en que actúa como lípido estructural y como regulador de la actividad de ciertas enzimas. 


Regulación de la síntesis del colesterol 


En los seres humanos, el intestino y el hígado son los órganos más importantes en la 
síntesis del colesterol. El organismo sintetiza de 1.0 a 1.5 g de colesterol por día, o sea 
tres a cuatro veces más que el contenido de colesterol de una alimentación normal, de 
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unos 300 mg por día. Sin embargo, el sistema de síntesis del colesterol tiene un 
mecanismo regulador que depende, en parte, de la cantidad de colesterol absorbida en el 
intestino; cuando el colesterol alimentario es bajo, su síntesis en el organismo aumenta y 
lo opuesto sucede en el caso contrario; de esta manera, hay una tendencia a sostener la 
concentración de colesterol a un nivel relativamente constante. 

El sitio primario en la regulación de la biosíntesis del colesterol es el de la formación de 
mevalonato, catalizado por la 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A reductasa. Ésta existe 
en sus formas activa e inactiva, convertibles una en otra por procesos de fosforilación, 
mediados por AMP cíclico y desfosforilación. La síntesis de la enzima disminuye con el 
aumento de colesterol en sangre, de estrógenos y de sales biliares, deprimiendo así la 
síntesis del propio colesterol. De igual forma, glucagon, glucocorticoides y ayuno la 
disminuyen. Por el contrario, la insulina y las hormonas tiroideas aumentan la actividad 
de la reductasa. 

Otro factor que influye en la cantidad de colesterol sintetizado son los ácidos grasos de 
la alimentación. El colesterol sérico tiende a aumentar con dietas en las cuales dominan 
los ácidos grasos saturados; de ahí la recomendación de consumir alimentos ricos en 
ácidos grasos polimsaturados. 


e Preguntas de reforzamiento 


1 Se dice que las lipoproteínas de baja densidad (LDL) son “malas” porque: 


a) No transportan colesterol. 
b) Depositan colesterol en tejidos periféricos. 
€) Depositan colesterol en el hígado. 


d) Transp ortan únicamente colesterol. 


2 La biosíntesis de los triacilglicéridos se lleva a cabo en: 


a) Mitocondria. 

D) Retículo endop lasmático rugoso. 
€) Citosol. 

dl) Retículo endop lasmático liso. 
€) Vacuolas. 


3 La oxidación de los ácidos grasos ocurre en: 


a) Mitocondria. 

b) Retículo endop lasmático rugoso. 
€) Citosol. 

d) Retículo. endop lasmático liso. 
€) Vacuolas. 
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Á El mevalonato es un precursor de la síntesis de: 


a) Ácidos grasos. 
b) Enfingosinas. 
€) Fosfolípidos. 
d) Esteroides. 


5 El donador de equivalentes reductores para la síntesis de los ácidos grasos es: 


a) NADPH 
b) NADH 
c) FADH? 
d) Glutatión 


Respuestas: 1. b, 2. c, 3. a, 4. d, 5. a. 
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“o. Metabolismo de los 
os " “compuestos nitrogenados 


Enrique Piña Garza, Oscar Flores Herrera 


e Digestión de las proteínas 

e Estado dinámico de las proteínas 

+ El concepto de “pozas” metabólicas 
e Metabolismo de los aminoácidos 

e Metabolismo de las porfirinas 


e RA clave 


Í La acetilcolina es el neurotransmisor que estimula la secreción gástrica; la colescistocinina y somastotatina inhiben la secreción 
gástrica. 

2 Los aminoacidos son llevados al interior celular en un co-transporte con el sodio. 

3 El tiempo de vida media de las proteinas varía desde algunos minutos hasta algunos meses. 

4 Mencione los aminoácidos esenciales. 

5 Menciona los sitios de entrada al ciclo de Krebs de los carbonos de los aminoácidos. 


6 Mencione los principales metabolitos que se obtienen al transformar a los aminoácidos. 


El metabolismo de los compuestos nitrogenados es uno de los temas más extensos y 
variados de la bioquímica. Aquí sólo se analizan los siguientes aspectos de dicho proceso 
en los mamíferos: digestión de las proteínas, recambio y metabolismo de los 
aminoácidos, síntesis de urea y utilización de los aminoácidos en otros compuestos 
nitrogenados. A pesar de la importancia que tienen en las plantas y los microorganismos, 
en este texto no se revisa la fijación de nitrógeno atmosférico a través de su reducción a 


iones amonio, NHy”. 
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Digestión de las proteínas 


La digestión de las proteínas consiste en su degradación a través de un proceso de 
hidrólisis a polipéptidos, tripéptidos, dipéptidos y aminoácidos. 


Digestión gástrica 

El jugo gástrico es un líquido acuoso que contiene ácido clorhídrico (HCI), pequeñas 
cantidades de otros aniones y cationes, la enzima proteolítica pepsina y la glucoproteína 
mucina. En los niños, el jugo gástrico contiene una enzima que coagula la leche, la 
renina. En el adulto existen pequeñas cantidades de lipasa. La superficie del estómago es 
protegida del HCl y de las enzimas por la mucina del moco gástrico, la cual, además de 
tener acción amortiguadora del pH, inhibe la actividad de la pepsina. 


Regulación de la secreción gástrica 
A 


© La secreción gástrica se inicia por un mecanismo nervioso a través del vago; su estímulo principal 
es la ingestión de alimentos (figura 20-1). La acetilcolina es el neurotransmisor del vago y su interacción 
con los receptores colinérgicos de las células partetales; la interacción acetilcolina-receptor se traduce 
en un estímulo de la secreción gástrica por un mecanismo parcialmente mediado por Ca?*. Existe otro 
potente mecanismo estimulador de la secreción gástrica, la gastrina, una hormona polipeptídica 
producida por el estómago. Los estímulos fisiológicos más importantes para la liberación de gastrina son 
los aminoácidos y proteínas de los alimentos el inhibidor fisiológico de la secreción de gastrina es el 
aumento de la acidez del jugo gástrico. La secreción gástrica se mhibe, entre otras sustancias, por la 
colecistocinina y la somatostatina, ambos péptidos producidos en el propio tubo digestivo. 
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Figura 20-1. Estimulación de la secreción gástrica en las células parietales (Ac: acetilcolina). 


Ácido clorhídrico 

Las células parietales de las glándulas gástricas secretan HCl en una concentración 
aproximada de 0.16 mol/L, o sea un millón de veces más alta que la del plasma. El 
mecanismo de la síntesis del HCl se resume en la figura 20-2. El CO) que se produce en el 
metabolismo de la célula parietal se suma al que proviene de la sangre para unirse al agua 
en una reacción catalizada por la anhidrasa carbónica y formar H,CO», el cual se disocia 
en H” y HCOy; los H* son secretados a la luz del estómago por un mecanismo de 
intercambio que introduce K* en la célula mediante de la energía proporcionada por la 
hidrólisis del ATP; el HCOx pasa a la sangre a cambio del ion CT, el cual penetra a la 
célula parietal y a través de un canal se transporta a la luz del estómago. Puesto que 
también el K* se transporta del interior de la célula a la luz gástrica a través de un canal 
específico y regresa al citosol por medio de la bomba de H*/K*, la secreción neta 


resultante es de ácido clorhídrico (H* + CT) (figura 20-2). El HCl proporciona el medio 
ácido adecuado para la acción de la pepsina. 
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Figura 20-2. Procesos participantes en la secreción de ácido por las células parietales. 


Enzimas del jugo gástrico 


El pepsinógeno, al ponerse en contacto con el HCl, se convierte en pepsina por medio de 
la sustracción de varios péptidos del pepsinógeno, entre ellos uno de carácter básico, 
constituido por 42 aminoácidos. Una vez formada la pepsina, ésta es capaz de catalizar la 
conversión del pepsinógeno en pepsina. La pepsina es una endopeptidasa con un pH 
óptimo de 1-2, ataca las uniones peptídicas no terminales que involucran a la tirosina, 
fenilalanina o triptófano. El pH estomacal además de servir para desnaturalizar a las 
proteínas, activa el precursor de la pepsina, el pepsinógeno, y provoca, a nivel del 
duodeno, la excreción de secretina, sustancia que induce el flujo de jugo pancreático. 
Como ya se dijo, la renina es una enzima que coagula la leche; es secretada en la forma 
inactiva de prorrenina, que se activa a pH ácido. La renina actúa sobre la caseína de la 
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leche y la transforma en una sustancia soluble, paracaseína; en presencia de Car, ésta se 
convierte en paracaseína insoluble, o sea en coágulo. En los niños, la renina facilita la 
acción de las enzimas proteolíticas sobre la leche coagulada. 


Secreción del jugo pancreático 


La secreción del jugo pancreático se regula por vía nerviosa y por vía hormonal; ambas 
vías actúan de manera sinérgica (figura 20-3). El nervio vago interviene en la secreción 
pancreática a través de su neurotransmisor, la acetilcolina, la cual estimula la secreción de 
las enzimas contenidas en el jugo pancreático. La proporción relativa de las distintas 
proenzimas y enzimas del jugo pancreático permanece constante. La secretina y la 
colecistocinina son hormonas reguladoras de la secreción del jugo pancreático. La 
acidificación de la porción superior del duodeno, al entrar en contacto con el jugo 
gástrico, es el estímulo para la liberación de secretina, un polipéptido de 27 aminoácidos. 
La secretina viaja del duodeno al páncreas vía sanguínea, donde provoca un aumento de 
AMPc y estimula la liberación de un jugo pancreático con baja concentración de 
enzimas, pero con el contenido normal de electrólitos (figura 20-3). Los ácidos grasos y los 
monoacilgliceroles resultantes de la digestión de lípidos presentes en la parte superior del 
intestino delgado son el principal estímulo para la liberación, en dicho sitio, de la 
hormona colecistocinina, péptido de 33 aminoácidos. La colecistocinina estimula la 
secreción de enzimas del jugo pancreático y potencia el efecto estimulante de la 


secretina; el Ca?” es el mediador de la acción de ésta. Es importante mencionar la 
potenciación entre las dos hormonas y el neurotransmisor (figura 20-3): la secretina 
aumenta los efectos de la acetilcolina y de la colecistocinina y, a su vez, esta última 
incrementa los efectos de las otras dos moléculas. El jugo pancreático es un líquido 
incoloro con un pH aproximado de 8, y concentración total de materiales inorgánicos 
parecida a la del plasma, excepto por el bicarbonato de sodio, cuya concentración es tres 
veces mayor en el jugo pancreático. El jugo pancreático contiene las siguientes enzimas 
para digerir las proteínas: 
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Figura 20-3. Estimulación de la secreción pancreática. Las líneas punteadas indican un efecto sinérgico. 


Tripsina. Se excreta como el precursor inactivo tripsinógeno, que es madurado por la 
enteropeptidasa. Una vez formada la tripsina, ésta activa el resto del tripsinógeno en una 
reacción autocatalítica. Su pH óptimo es de 8; es una endopeptidasa que hidroliza enlaces 
peptídicos en que intervienen arginina y lisina. 

Quimotripsina. Se produce en el páncreas como quimotripsinógeno que se activa por 
tripsina. Además de su actividad proteolítica, tiene la capacidad de coagular la leche, a 
diferencia de la tripsina, que no la coagula. Es una endopeptidasa que hidroliza los 
enlaces peptídicos en donde intervienen tirosina, fenilalanina, triptófano o metionina. 

Carboxipeptidasa. Es una exopeptidasa que hidroliza el último enlace peptídico del 
extremo carboxilo terminal; presenta mayor actividad cuando el residuo es fenilalanina, 
triptófano, tirosina o leucina. 
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Digestión intestinal 

Las glándulas intestinales producen un jugo alcalino, con moco, una fosfatasa alcalina y 
la enzima enteropeptidasa, la cual convierte de manera específica el tripsinógeno en 
tripsina, a una velocidad 2 000 veces mayor que cuando la tripsina actúa sobre el 
tripsinógeno. Los productos de hidrólisis de las proteínas en la luz del intestino penetran a 
las células como aminoácidos, dipéptidos o tripéptidos, donde estos últimos se convierten 
en aminoácidos por acción de un conjunto de peptidasas y aminopeptidasas. Las 
peptidasas son, de manera específica, tripeptidasas y dipeptidasas que fragmentan los 
tripéptidos y dipéptidos en sus dos o tres aminoácidos componentes. Las 
aminopeptidasas son exopeptidasas, y por tanto atacan y separan los aminoácidos del 
extremo de la cadena con el grupo amino libre. En condiciones fisiológicas, la vena porta 
colecta la sangre enriquecida con los productos de la absorción intestinal y los lleva al 
hígado, el cual recibe, en principalmente aminoácidos, una pequeña proporción de 
péptidos y en ocasiones proteínas. 


Absorción de los productos de la digestión de las proteínas 


<= 
O, 

© Se conocen varios sistemas para el transporte de los L-aminoácidos al interior de la célula 
intestinal, específicos para los aminoácidos neutros, los básicos y los ácidos, los iminoácidos, la glicina, 
la cisteina y los P-aminoácidos. Se trata de sistemas de transporte activo, dependientes de energía y 
mediados por un acarreador. Los aminoácidos son transportados de la luz intestinal a la célula en 
cotransporte con el Na”; el gradiente electroquímico de Na* impulsa su transporte al interior celular. 
Para mantener baja la concentración intracelular de Na”, la ATPasa de Na*/K* acopla la hidrólisis del 
ATP con el bombeo de Na” hacia el espacio extracelular y de K” al interior celular. Dicho mecanismo 
mantiene activo el sistema de transporte de los aminoácidos. Se conoce una vía de transporte de los 
oligopéptidos de la luz intestinal hacia las células, que incluye el cotransporte con el Na”, semejante a la 
descrita para los aminoácidos, y otra utilizada por oligopéptidos de mayor tamaño, con hidrólisis del 
péptido en el interior de las células seguida del transporte de los aminoácidos resultantes de la hidrólisis. 
En condiciones normales, a través del mecanismo de la pinocitosis, algunas proteínas pueden pasar de la 
luz intestinal a la circulación; tal es el caso de las globulinas presentes en el calostro que son absorbidas 
por las crías de diferentes mamíferos, y otras proteínas, que al ser absorbidas por los seres humanos 
pueden dar origen a problemas clínicos como “alergia alimenticia”, urticaria, asma y otros síntomas. 
Algunos péptidos resultantes de la hidrólisis incompleta del gluten lesionan la mucosa intestinal 
disminuyendo la absorción de ciertos productos de la digestión; ésta parece ser la causa del esprué no 
tropical en los adultos y de la enfermedad celiaca en los niños. Las epidemias de cólera son conocidas 
desde la antigüedad; la diarrea es el síntoma sobresaliente del cuadro clínico en dicho trastorno. Ahora 
se conoce gran parte del mecanismo molecular responsable de la diarrea: la bacteria Vibrio cholerae y 
diversas cepas de colibacilos enterotoxigénicos comunes, secretan una enterotoxina, la cual se combina 
con un receptor de las células epiteliales del intestino, desencadenando la pérdida excesiva de iones y 
líquidos por este órgano. 
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Estado dinámico de las proteínas 

A 

© Durante mucho tiempo se pensó que los animales adultos mantenían su estructura constante gracias 
a pequeños cambios para compensar el desgaste natural En realidad, los aminoácidos absorbidos en el 
intestino se incorporan de manera continua en las proteínas tisulares, independientemente del estado de 
nutrición general del animal. Ocurren síntesis y degradación constantes de las proteínas, ambas de 
parecida magnitud, con el resultado de estructura y masa estables y el equilibrio de las funciones 
corporales. La magnitud total del recambio de proteínas en el ser humano es considerable; un adulto 
normal de 70 kg de peso sintetiza y degrada al día, en promedio, unos 80 g de proteína, cifra parecida a 
la proporcionada cada día en los alimentos; por otra parte, la cantidad total de aminoácidos en los 
líquidos tisulares es de unos 30 g; todos estos datos son indicadores de la impresionante y continua 
movilización aunada a un balance efectivo del contenido de aminoácidos. Los estudios con aminoácidos 
radiactivos han permitido cuantificar el recambio de las proteínas y expresarlo en términos de “vida 
media” (tiempo requerido para reemplazar la mitad de las moléculas del compuesto en cuestión). En los 
mamíferos la proteína muscular tiene vida media de 24 a 30 días, la hepática de 35 días y la del 
colágeno es mayor de 300 días. Se conoce la vida media individual de muchas proteínas tisulares. Así, 
en el hígado de rata, la vida media varía entre 11 min para la descarboxilasa de la ornitina y 19 días para 
la isoenzima V de la deshidrogenasa láctica. 
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El concepto de “pozas” metabólicas 


La administración de aminoácidos marcados con isótopos de C, N o S demuestra la 
existencia de mecanismos de distribución e intercambio de los grupos marcados con los 
similares de otros aminoácidos; esto ocurre en la mayoría de los tejidos y comprende 
tanto la fracción proteínica como la no proteínica. Por tal motivo se pensó en la 
existencia de una especie de almacén, denominado “poza” o “fondo”, que representa la 
fracción disponible de inmediato para su uso metabólico por las distintas células del 
organismo. La diversidad de pozas depende del tipo de sustancias consideradas; es 
posible aceptar una poza general de aminoácidos, o una poza de grupos amino, que 
puedan pasar de un aminoácido a un cetoácido (esqueleto desaminado de un aminoácido) 
o a otros compuestos, como una poza de triptófano, de histidina o de cualquier 
aminoácido en particular; por último, se podría considerar una poza de nitrógeno, a fin de 
satisfacer las necesidades específicas o generales para la formación de proteínas o de 
compuestos nitrogenados de importancia fisiológica. En rigor, en diversos casos, el 
nitrógeno de excreción puede proceder de forma directa de otros compuestos, 
relacionados de manera indirecta con la poza general de nitrógeno; esta complejidad no 
es extraña si se piensa en un sistema tan heterogéneo como es el organismo de los 
mamíferos. 


Intercambio de los aminoácidos entre los diferentes Órganos 


La concentración sanguínea de cada uno de los aminoácidos se mantiene dentro de 
límites estrechos, a pesar de la gran carga de aminoácidos recibida después de la 
ingestión de proteínas. Por tanto, el organismo cuenta con mecanismos activos para 
captar o donar aminoácidos dependiendo de las condiciones metabólicas. Los principales 
Órganos encargados de mantener la concentración de los aminoácidos circulantes son el 
tracto digestivo, el hígado, el músculo, el riñón y el cerebro. Por la vía porta, los 
aminoácidos absorbidos alcanzan el hígado, donde algunos son retenidos y otros 
liberados a la circulación. Los aminoácidos ramificados (valina, isoleucina y leucina) 
constituyen menos de 20% de los aminoácidos ingeridos, pero comprenden por lo menos 
60% del total de aminoácidos liberados por el hígado y captados por el tejido muscular 
donde son metabolizados (figura 20-4). Mientras el hígado libera aminoácidos ramificados, 
de forma simultánea recibe un aporte pequeño pero continuo de alanina del propio 
músculo y del riñón. El músculo también provee de glutamina al riñón y al tracto 
digestivo y de valina al cerebro. En un ayuno de más de 12 h se establece una situación 
diferente en el intercambio de aminoácidos entre los órganos. El músculo provee de 
aminoácidos a los otros tejidos. Del total de aminoácidos que libera el tejido muscular, 
50% son alanina y glutamina; el primero es captado por el hígado, el segundo por riñón y 
tracto digestivo (figura 20-5). A su vez, el hígado recibe alanina proveniente del tracto 
digestivo, así como alanina y serina de origen renal. 
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Figura 20-4. Intercambio de aminoácidos entre los órganos en el periodo posprandial inmediato. Alanina, Ala; 
valina, Val; glutamina, Gln. 
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Figura 20-5. Intercambio de aminoácidos en el periodo posabsortivo en los seres humanos. Véase la importancia 
de la alanina en el proceso. Alanina, Ala; valina, Val; glutamina, Gln; serina, Ser. 
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Metabolismo de los aminoácidos 


Las principales vías del metabolismo de los aminoácidos en los mamíferos son las 
siguientes (figura 20-6): 
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Figura 20-6. Metabolismo de los aminoácidos v sus productos en los mamíferos. El conjunto de tejidos integra 
una gran poza de aminoácidos en continuo recambio: 1) absorción y distribución de los aminoácidos; 2) caminos 
metabólicos comunes; 3) síntesis y degradación de proteínas; 4) síntesis de urea; 5) transformación de los 
aminoácidos en productos metabólicos de importancia fisiológica; y 6) productos de desecho. 


1. Absorción y distribución de los aminoácidos. Este aspecto se revisó en párrafos 
previos, donde se hizo notar la contribución de los aminoácidos de los alimentos a la 
reserva interna. También se revisó la enorme movilidad de los aminoácidos entre los 
distintos tejidos, dependiendo de la situación nutricional del organismo. 

2. Caminos metabólicos comunes. Se trata de reacciones comunes de desaminación 
para todos los aminoácidos que son llevados a su desaminación para producir un 
residuo desaminado y amoniaco (NH3). Los residuos desaminados son intermediarios 
metabólicos de otras vías, como sucede en el ciclo de Krebs. Entre los caminos 
metabólicos comunes también se incluye la síntesis de aminoácidos por la aminación 
de un residuo desaminado. 

3. Síntesis y degradación de las proteínas tisulares. De manera cuantitativa, el 
principal objetivo de los aminoácidos contenidos en la poza es la síntesis de 
proteínas, proceso que se revisa con detalle en el capítulo 29. 

4. Síntesis de urea a partir de NH} y CO). La síntesis de urea se describe más 
adelante en este mismo capítulo. 

5. Productos nitrogenados de interés fisiológico. Los aminoácidos también se 
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transforman en distintas sustancias de interés fisiológico; algunos de ellos se 
descarboxilan y forman aminas; unos aminoácidos pueden convertirse en otros o 
formar parte de sustancias nitrogenadas como el núcleo porfirínico, la taurina, 
péptidos activos, compuestos pigmentados, vitaminas y hormonas como las de 
tiroides o médula suprarrenal, entre otros. 

6. Productos nitrogenados de eliminación. Son moléculas provenientes de los 
productos nitrogenados de interés fisiológico, por ejemplo el ácido úrico de las bases 
púricas o la creatinina de la creatina. 


Caminos metabólicos comunes 


Se distinguen en especial los siguientes: 

Transaminación. La administración de un aminoácido con nitrógeno isotópico va 
seguida de la aparición de dicho nitrógeno en numerosos aminoácidos de las proteínas 
tisulares; es decir, el organismo utiliza el nitrógeno de un aminoácido para la síntesis de 
otros. Esta reacción general de traspaso de nitrógeno de uno a otro aminoácido se 
denomina transaminación, y en ella participan un aminoácido y un cetoácido. En las 
reacciones de transaminación es importante la presencia de la piridoxina o vitamina B6 
en sus formas activas de fosfato de piridoxal o de piridoxamina. El aminoácido reacciona 
con el fosfato de piridoxal para formar un cetoácido y fosfato de piridoxamina; ésta cede 
el grupo amino a otro a-cetoácido, invirtiendo las reacciones (figura 20-7). 
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Figura 20-7. La mtervención del fosfato de piridoxal en el proceso de la transaminación. El grupo amino del 
aminoácido es recibido por el fosfato de piridoxal y forma una base de Schiff que se convierte en el fosfato de 
piridoxamina. La reacción es totalmente reversible. 


Las reacciones de transaminación más frecuentes son aquellas en que participa el a- 
cetoglutarato, cuya aminación produce glutamato. Por consiguiente, casi todos los 
aminoácidos pueden ceder el grupo amino al a-cetoglutarato, a través de una reacción de 
transaminación para formar el cetoácido correspondiente y glutamato. Así, el glutamato 
tiene un cometido central alrededor del cual giran las reacciones de transaminación y el 
metabolismo del grupo amino (figura 20-8). 
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Figura 20-8. Ejemplo de una reacción de transaminación en la que participa el glutamato. 


728. 
booksmedicos.org 


También se han demostrado reacciones de transaminación, presididas por enzimas 
específicas, para casi todos los aminoácidos; incluso para los que tienen el grupo amino 
en posición ß, y y 9, como sucede con la glutamina y la asparagina. Sin embargo, algunos 
a-aminoácidos, como lisina y treonina y los iminoácidos, no participan en reacciones de 
transaminación. 

Desaminación de los aminoácidos. En los tejidos de los mamíferos existen enzimas 
desaminantes de los L-aminoácidos, de las cuales son muy específicas las de lisina, 
serina, treonina y cisteína. La desaminación inicial de asparagina y glutamina no 
involucra al grupo amino del carbono a sino al grupo amida. Como ejemplo está la 
desaminación de la glutamina, reacción irreversible para fines prácticos, y muy 
importante en la formación de amonio a nivel renal. La desaminación crucial en el hígado 
de los mamíferos es la del glutamato, catalizada por la deshidrogenasa glutámica, 


enzima de distribución universal acoplada al NAD* (figura 20-9). 


le p. 
Deshidrogenasa 
gria glutámica rule 
CH + NAD+ +H,0 «——————_—_—_—_—_—_—_> CH, + NADH+H*+ NH¿ 
pa 2 pa 4 
H= C= NH; C=Ọ0 
A | 
COO coo 
Glutamato a-Cetoglutarato 


Figura 20-9. Reacción de desaminación catalizada por la deshidrogenasa glutámica. 


E 

© Transdesaminación. Las reacciones de desaminación y de transaminación pueden funcionar 
acopladas: el grupo amino de un aminoácido es transferido por transaminación con el a-cetoglutarato; 
así se forma el cetoácido correspondiente, y enseguida el glutamato es atacado por la deshidrogenasa 
glutámica para formar el a-cetoglutarato y NH,” (figura 20-10). 
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Figura 20-10. Reacción de transaminación. 


Síntesis de los aminoácidos 


Los aminoácidos se clasifican en esenciales y no esenciales. Esto depende de que 
puedan o no sintetizarse por un organismo en las cantidades adecuadas para sostener su 
crecimiento normal y su buen estado fisiológico. Los seres humanos adultos requieren en 
su alimentación la presencia de ocho aminoácidos esenciales (cuadro 20-1), pues carecen 
del equipo enzimático para formarlos; en rigor, no pueden sintetizar el cetoácido 
correspondiente; si se dispone del cetoácido, a través del proceso de transdesaminación 
se forma el aminoácido; el caso de la treonina y la lisina es una excepción, por carecer de 
las transaminasas específicas. 


Cuadro 20-1. Requerimiento de aminoácidos para un hombre de 70 kg de peso (Rose) 


Triptófano 0.5 1 

Fenilalanina 22 4.4 
Lisina 1.6 32 
Treonina 1.0 2.0 
Valina 1.6 32 
Metionina 22 4.4 
Leucina 22 4.4 
Isoleucina 1.4 2.8 


En el niño se añaden a la lista histidina y arginina. Los aminoácidos esenciales son 
sintetizados a partir de H20, CO) y NH; por microorganismos y plantas. Las vías de su 
síntesis se encuentran en textos especializados y no se revisan en esta obra. 

Biosíntesis de los aminoácidos no esenciales. Conviene aquí tener como punto de 
referencia del metabolismo celular el ciclo de los ácidos tricarboxílicos o ciclo de Krebs 
(capítulo 22). La figura 20-11 muestra los intermediarios y alimentadores del ciclo, 
precursores de seis de los aminoácidos no esenciales: glutamato, glutamina, prolina, 
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aspartato, aspargima y alanina, así como de otros cuatro aminoácidos asociados de forma 
estrecha al manejo de la glucosa por las células: alanina, serina, glicina y cisteína. No está 
incluida en la figura la biosíntesis de la tirosina, aminoácido no esencial, a partir de un 
aminoácido esencial, la fenilalanina. 


Glutamina 


NH3 
NH3 


a-Cetoglutarato NA Glutamato ————= Prolina ————= Hidroxiprolira 


ra 


Ciclo de Krebs Asparagina 
NH 
NH3 A 
Oxalacetato O Aspartato 
Acetil CoA 
Citrato 
NH3 


Piruvato E. A Alanina 


: NH 1C 
3-Fosfoglicerato Serina Glicina 


SH 


Cisteína 


Figura 20-11. Intermediarios de la degradación de la glucosa y del ciclo de Krebs como precursores de 10 
aminoácidos no esenciales (en la figura se muestran en cursivas). 


La deshidrogenasa glutámica cataliza la conversión del a-cetoglutarato y el NH4" en 


glutamato. La glutamina se forma sobre todo en el hígado y el riñón, a partir del 
glutamato, por medio de la glutamina sintetasa. 
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glutamato+ ATP + NH; ———=+ glutamina + ADP + Pi + H* 


En esta reacción se forma como intermediario el glutamilfosfato; la enzima se regula de 
manera alostérica. En los mamíferos, la síntesis de glutamina se realiza a partir de a- 


cetoglutarato y dos NH”, y es parte de los mecanismos disponibles para el manejo del 
NHy' obtenido a partir de la protonación del NH}. La glutamina no tiene la toxicidad del 


NH”, pero puede cederlo con facilidad. La glutamina se hidroliza por la glutaminasa, 
abundante en el riñón, que produce glutamato y NH; (figura 20-12). El NH; liberado en el 


riñón por la glutaminasa sirve para eliminar H” en forma de NH¿' (véase Regulación del 
equilibrio ácido-base, capítulo 4). 


CH, 
ATP 
NH3 H-C-NH¿ 
coo” 
NH3 
Glutamato 


Glutaminasa Glutamina sintetasa 


H2O 


CH, 


H20 ADP + P, 


| 

H-C -NH4 
l 
COO- 


Glutamina 


Figura 20-12. Síntesis y degradación de la glutamina. 


El glutamato también es precursor de la prolina, en una secuencia de reacciones con 
dos intermediarios y la participación de ATP, NADH y NADPH. El producto final, la 
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prolina, abunda en las proteínas estructurales como el colágeno; éste contiene otro 
iminoácido, la hidroxiprolina, sintetizada a partir de la prolina presente en la cadena 
polipeptídica. La síntesis del aspartato se realiza a partir del oxalacetato en una reacción 
de transaminación con el glutamato. Se trata de un ejemplo típico de reacciones 
acopladas de transdesaminación: 


Y a-cetoglutarato y NH¿* 
Oxalacetato Glutamato H20 


El aspartato, en presencia de NH¿* y ATP y por medio de la asparagina sintetasa, 
forma la asparagina (figura 20-11). 

En otra serie parecida de reacciones de transdesaminación, donde se sustituye 
oxalacetato por piruvato, se genera alanina. 


Alanina X X NH¿* 
Piruvato H20 


Glutamato 


La serina se sintetiza a través de la aminación de una triosa, por medio de una 
transaminasa; la glicina puede provenir de la serina en una reacción cuya coenzima es el 
ácido tetrahidrofólico, o se forma directamente con CO, NH4" y ácido 
metilentetrahidrofólico (figura 20-13). 
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CHO 
| 
Glucólisis——=> H —C — OH 
| 
CH20H 
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NH del medio Transaminación 


CO, del medio | 


pl NH¿ OH 


— | 
"OOC|- CH» -00C=CH=CH> 
Glicina Serina 
Carbono del ácido Ácido tetrahidrofólico 


metiltetrahidrofólico 


Figura 20-13. Síntesis de la glicina y la serina. La síntesis de la glicina se realiza a partir de los precursores 
anotados en la figura en una reacción en la que participa el NADH. 


D 

© La serina, a su vez, puede generar cisteina (figura 20-11), donde el aminoácido esencial metionina, en 
su forma activa de S-adenosil-metionina, es la fuente de azufre. Por último, la síntesis de la tirosina 
depende de la presencia del aminoácido esencial fenilalanina: 


fenilalanina + NADPH + H* +0, ———> 


tirosina + NADP*+H,O 


Degradación de los aminoácidos 


El estudio de la degradación de los aminoácidos comprende el análisis de los caminos 
seguidos por los residuos desaminados de los aminoácidos y, por otra parte, la conversión 


del NH4” en urea. 

Utilización del residuo desaminado. El residuo desaminado de los aminoácidos 
puede tomar uno de dos caminos: volver a ser aminado, para reconvertirse en el 
aminoácido, o transformarse en moléculas más simples, que desembocarán por último en 
el ciclo de Krebs. Para su estudio pueden agruparse como sigue: 


734. 
booksmedicos.org 


1. Aminoácidos glucogénicos y cetogénicos. Cuando los aminoácidos proporcionan 
material convertible en glucosa se denominan glucogénicos; si forman cuerpos 
cetónicos, se denominan cetogénicos. En condiciones fisiológicas la mayor parte de 
los aminoácidos son eglucogénicos, y sólo unos cuantos, cetogénicos. Los 
aminoácidos glucogénicos se convierten en piruvato, a-cetoglutarato, succinil- 
coenzima A, fumarato y oxalacetato (figura 20-14), antes de originar la glucosa. Los 
aminoácidos cetogénicos se convierten en acetil-coenzima A o en acetoacetil- 
coenzima A y más tarde en cuerpos cetónicos. En ambos casos su utilización final 


depende de las condiciones metabólicas de la célula en ese momento. 


Alanina 
Lisina Serina 
mi Triptofano Cisteína 
' Leucina Glicina 
Acetoacil CoA Hidroxiprolina 
Treonina 
Tirosina aspartato Y 
fenilalanina 1i Acetil CoA 
Oxalacetato Histidina 
Y Prolina 
r” ; a Arginina 
a Sargin Glutamato Ornitina 
A $ Glutamina 
Fumarato 4 1 
4 a-Cetoglutarato 


Succinil COA 


Ciclo de Krebs 


Isoleucina 
Metionina 
Valina 


Figura 20-14. Destino del residuo desaminado de los aminoácidos. Los aminoácidos, en letras cursivas, se han 
agrupado en función del destino común de los residuos desaminados. Obsérvese que los residuos desaminados de 
todos los aminoácidos convergen hacia el ciclo de Krebs. 


2. Aminoácidos convertibles en piruvato. Siete aminoácidos se convierten en 
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piruvato (figura 20-15), el cual, a su vez, suele dar origen al acetato de la acetil-CoA. 
La glicina se transforma primero en serina (figura 20-13), y al desaminarse forma el 
piruvato; la treonina, con cuatro carbonos, se fracciona a la mitad y forma glicina y 


acetaldehido. 
Treonina 
I 
I 
Acetaldehído 2C i 
v 
Cistina Glicina X. Hidroxiprolina 
1 C ` R x e 
2H DA 1 
: ` “A Alanina 
Cisteína Serina 
HO 
NH3 
HO 
NH3 j 
H, S 
2 m NH3 
iruvato 


Figura 20-15. Aminoácidos (en letras cursivas en la figura) cuyo residuo desaminado se convierte en piruvato. 
Las líneas continuas indican reacciones catalizadas por una sola enzima. Las lineas discontinuas se refieren a vías 
metabólicas donde participan varias enzimas y diferentes metabolitos; únicamente se han esquematizado las vías y 

no se efectuó el balance de las reacciones. Así, por ejemplo, en la reducción de una molécula de cistina se 
obtienen dos de cisteina. 


3. Aminoácidos convertibles en o-cetoglutarato. La desaminación de glutamato, con 
la deshidrogenasa glutámica, forma directamente el a-cetoglutarato, en una de las 
reacciones más importantes del metabolismo de los aminoácidos. Además, cinco 
aminoácidos se transforman con facilidad en glutamato: glutamina, prolina, histidina, 
ornitina y arginina (figura 20-16). 
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H0O 


Urea 


Ornitina —————————————> Semi aldehido glutámico —————————— Prolina 


Glutamina Glutamato Histidina 


NH3 


a-Cetoglutarato 


Figura 20-16. Aminoácidos (en letras cursivas en la figura) cuyo residuo desanimados se convierte en a- 
cetoglutarato. En la reacción de histidina a glutamato el —CH = NH es captado por el ácido tetrahidrofólico 
(THF). 


La arginina se transforma en ornitina; ésta forma semialdehído glutámico, a través de 
una transaminación de su amino del carbono 6; a continuación, debido a la oxidación 
del semialdehido glutámico, forma glutamato. 

4. Aminoácidos convertibles en oxalacetato. Son sólo dos los aminoácidos que 
llegan al ciclo de Krebs a través del oxalacetato: asparagina y aspartato. La 
desaminación de la asparagina para dar aspartato es una desaminación directa 
específica. El aspartato, en reacciones acopladas de transdesaminación, genera 
amonio y Ooxalacetato. 

5. Aminoácidos convertibles en succinil-coenzima A. La valina, la metionina y la 
isoleucina convergen hacia un metabolito común, la propionil-coenzima A; después 
se convierten en succinil-coenzima A (figura 20-14) a través de complejos mecanismos 
que incluyen, según el caso, desmetilaciones, desaminaciones y la unión con la 
coenzima A. 

6. Aminoácidos convertibles en fumarato. La fenilalanina y la tirosina poseen nueve 
carbonos en su molécula; la primera se transforma en tirosina, la cual se desamina y 
se descarboxila. De los ocho carbonos restantes, cuatro forman una molécula de 
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fumarato, glucogénico, y los otros cuatro, en combinación con la coenzima A, 
generan la acetoacetil-coenzima A, cetogénica; de este modo, fenilalanina y tirosina 
pueden ser aminoácidos glucogénicos y cetogénicos (figura 20-14). 


© 

© 7, Aminoácidos convertibles en aceticoenzima A. Lisina, leucina y triptófano no se 
transforman en intermediarios del ciclo de Krebs, pero sí en acetoacetilcoenzima A o acetil-coenzima A 
(figura 20-14). La acetoacetil-.coenzima A, en unión con otra molécula de coenzima A, se transforma en 
dos moléculas de acetil-coenzima A; o bien, perdiendo la coenzima A, se convierte en acetoacetato. De 
todos los aminoácidos, la leucina es el más cetogénico (figura 20-17), pues su desaminación y 
descarboxilación produce un ácido de 6 C (hidroximetilelutaril-coenzima A), que luego se fragmenta en 
acetoacetato y acetilcoenzima A. La lisina es menos cetogénica y sólo da lugar a una molécula de 
acetoacetilcoenzima A (figura 20-14) y dos moléculas de CO». Por último, el triptófano es el menos 


cetogénico de los tres aminoácidos, contiene 11 carbonos y, de ellos, cuatro terminan en una molécula 
de acetoacetil-coenzima A, dos en una molécula de acetil coenzima A, cuatro como CO, y uno como 


formiato. 
dl 
Coo- 
CH3 | rd 
| rl 28 
ais | 
r CH3 HO — C — CH3 COO- 
| 
ES > CH, — Acetoacetato 
| | 
HC — NH,+ C~SCoA 
| i E n 
coo- H¿C— C~SCoA 
Leucina p-Hidroxt Acetil coenzima A 


B-metilglutarilcoenzima A 
Figura 20-17. Esquema de la transformación del aminoácido leucina en cuerpos cetónicos. 


Destino del grupo amino. El camino de transaminación o desaminación termina, de 
manera directa o indirecta, en la liberación del NHz, el cual puede seguir varios caminos: 
se fija al glutamato para formar glutamina e interviene en la síntesis de urea, o participa 
en la génesis de estructuras nitrogenadas de importancia fisiológica. 

La formación de urea es muy rápida y eficiente; este proceso permite disponer de 
grandes cantidades de NHx (concentraciones de 1:30 000 en la sangre pueden ser letales 
para los mamíferos) para formar urea, que es en esencia inerte y fácil de eliminar. 
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Además del NH; proveniente de los aminoácidos, en el tubo digestivo la acción de las 
bacterias intestinales sobre diversos aminoácidos produce NH3; éste circula a través de la 
vena porta al hígado para formar urea. La cantidad de NH} presente en la sangre del 
sistema porta hepático es mucho más elevada que la presente en la circulación general. 
Cuando, por modificaciones funcionales o anatómicas del hígado, la circulación del 
sistema porta no pasa por este órgano, puede aumentar la cantidad de NH, en la 
circulación. Como éste tiene gran afinidad por el sistema nervioso, le provoca serios 
trastornos; este cuadro de exceso de NH; en la sangre se ha relacionado con el cuadro 
clínico del coma hepático. 


Formación de urea: ciclo de Krebs-Henseleit o de la ornitina 


El hígado es el principal órgano en que se forma la urea; de forma experimental se ha 
demostrado que la citrulina, ornitina y arginina promueven la formación de urea en 
rebanadas de hígado; la arginasa hidroliza la arginina y la convierte en ornitina y urea. 

El NH¿' obtenido por la desaminación de los aminoácidos, a través de la 
deshidrogenasa glutámica, es el sustrato de la carbamilfosfato sintetasa; esta enzima, 
junto con CO, y ATP, cataliza la formación del carbamilfosfato, el alimentador por 
excelencia del ciclo de la urea. La reacción se lleva a cabo en varias etapas y necesita de 
N-acetil-glutamato como modulador alostérico positivo: 


O 


carbamilfosfato 


El gasto de dos moléculas de ATP desplaza el equilibrio de la reacción a la derecha y 
fuerza la síntesis del carbamilfosfato (figura 20-18). 
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Figura 20-18. Ciclo de la urea. En el hígado de los mamíferos el camino metabólico para la formación de la urea 
se localiza en dos compartimientos, la mitocondria y el citosol. Dicho ciclo, a su vez, se integra con otro para la 


reconstitución del aspartato, donador del -NH3* , a partir del fumarato producido por la arginino succinasa. 
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La ornitina se convierte de manera directa en citrulina por el paso del carbamilo del 
carbamilfosfato a la ornitina, en la reacción de transcarbamilación. La citrulina es, por 
tanto, una carbamilornitina, cuya síntesis se realiza en la mitocondria, de donde sale al 
citosol para continuar el ciclo (figura 20-18). 

La formación de arginina es un proceso más complejo que requiere la presencia de 


aspartato, ATP y Mg”. Primero se forma arginino-succinato por condensación (en 


presencia de ATP y Mg?*) de la citrulina y el aspartato. El arginino-succinato se 
fragmenta en arginina y fumarato, el cual entra al ciclo de Krebs, para la regeneración del 
aspartato (figura 20-18). Por último, la arginasa hidroliza la arginina en urea y ornitina, la 
cual queda disponible para penetrar a la mitocondria e iniciar el ciclo aceptando otro 
carbamilfosfato (figura 20-18). 

Dadas la toxicidad y la necesidad de manejar concentraciones muy cambiantes de 
NH;y”, el ciclo de formación de urea muestra gran capacidad de ajuste, y puede, 
dependiendo de la alimentación, formar y eliminar de 5 a 50 g de urea cada 24 h en 
condiciones sanas. Los mecanismos de ajuste pueden ser lentos, pues requieren de 3 a 4 
días para instalarse, dependiendo de la cantidad de enzimas presentes; o rápidos e 
instalados en minutos bajo control hormonal. En este caso se necesita el mayor acopio de 
sustratos, sobre todo acetil-glutamato, modulador alostérico positivo de la carbamil 
fosfato sintetasa que forma carbamilfosfato, alimentador del ciclo. 

Debido a que el NH¿' es el metabolito alimentador del ciclo de la urea, es importante 
resaltar sus principales fuentes de origen, en especial la glutamina (figura 20 -12). La 
alanina también es un donador de NH4” en un ciclo de transporte en el que participan 
tanto el músculo como el hígado; la alanina sale del músculo y es captada por el hígado, 
que la desamina y genera piruvato, el cual, a través de la gluconeogénesis, se convierte 
en glucosa. Ésta es liberada por el hígado y se utiliza en el músculo (figura 20-19), donde 
la glucosa es oxidada hasta piruvato y libera energía; al aminarse el piruvato, se 
transforma en alanina, la cual sale del músculo para cerrar el ciclo que se resume en la 
figura 20-19. Es importante señalar que, aunque se considera que el músculo es un tejido 
insulinodependiente para la incorporación de la glucosa (por medio del GLUT4), también 
tiene una baja expresión del GLUT1, lo que le permite incorporar pequeñas cantidades 
de glucosa sanguínea. En conclusión, el NH4" generado en el tejido muscular es 
transportado al hígado, donde se forma la urea. 
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Figura 20-19. Ciclo de la alanina-glucosa. 


La formación de la urea es un proceso con alto costo de energía ya que en la síntesis 
de una molécula de urea se gastan, por lo menos, cuatro enlaces de alto contenido 
energético; esto asegura la irreversibilidad del proceso. Así, la ecuación general es: 


NH4” + CO, + aspartato + HO + 3ATP—————> 
urea + fumarato+ 2ADP + 2Pi + AMP + PPi 


Se conocen algunos cuadros clínicos por bloqueos parciales en el ciclo de la urea. Éstos 
se caracterizan por hiperamonemia, retraso mental, vómito y aversión a las comidas ricas 
en proteínas. Mejoran si se disminuyen las proteínas de la dieta y se suministran los 
cetoácidos correspondientes a los aminoácidos esenciales, pues éstos, al aminarse, 
disminuyen la hiperamonemia. 

Coma hepático. Se trata de un cuadro clínico que presenta a menudo una afección 
hepática aguda o crónica, como en la cirrosis; es una encefalopatía caracterizada por 
graves trastornos neurológicos relacionados con la absorción, a nivel del intestino, de 
diversas sustancias tóxicas (NH3, metionina, mercaptanos, ácidos grasos de cadena 
corta, entre otros) que, al no metabolizarse por el hígado enfermo, se acumulan en el 
cerebro. Por lo general el NH4* se encuentra elevado en los pacientes con insuficiencia 
hepática. El factor predisponente más común es sangrado gastrointestinal, que aumenta la 
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producción de NH4* y otras sustancias nitrogenadas en el colon; otro factor es el 
incremento en la ingestión de proteínas. Al parecer, la toxicidad del NHy* reside en que 


provoca, en el hígado y el cerebro, disminución del a-cetoglutarato. El exce so de NHy* 
contribuye a desplazar a la derecha la reacción catalizada por la deshidrogenasa 
elutámica: 


NH¿* + a-cetoglutarato + NADH + Ht —————> 


glutamato+ NAD* + H3O 


Al disminuir el a-cetoglutarato, se reduce el ritmo de actividad del ciclo de Krebs, así 
como el de las oxidaciones de sustratos en las células, lo que acarrea una grave inhibición 
de la respiración en el cerebro y un aumento en la producción de cuerpos cetónicos por 
el hígado. 


Utilización de los aminoácidos 


Los aminoácidos participan en la formación de las siguientes moléculas nitrogenadas de 
gran importancia fisiológica: 

Bases púricas y pirimidínicas. En el capítulo 21 se estudia la biosíntesis de los anillos 
púrico y pirimidínico. 

Creatina. La creatina presente en el músculo, el cerebro y la sangre, su derivado 
fosforilado o fosfocreatina, y la creatinina, su forma de excreción, constituyen un grupo 
de sustancias que resultan muy importantes en bioquímica y medicina. 

La biosíntesis de la creatina (figura 20-20) incluye la combinación de moléculas de tres 
aminoácidos, glicina, arginina y metionina. La primera reacción comprende el paso del 
grupo amidina de la arginina a la glicina, para formar glucociamina o ácido 
guanidoacético, el cual recibe un metilo de la metionina. El derivado fosforilado de la 
creatina, la fosfocreatina, es un compuesto de alta energía en el que se almacena la 
energía derivada del ATP. 
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Figura 20-20. Biosintesis de la creatina. Se muestran, además, su forma de almacenamiento de alta energía, la 
fosfocreatina y su producto de excreción urinaria, la creatinina. La metionina y la homocisteína no se 
representaron en su forma activa, de S-adenosil metionina y S-adenosil homocisteína, respectivamente, que es la 
forma como en realidad participan en la reacción. 
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La forma de excreción de la creatina es su anhídrido interno o creatinina, eliminada en 
la orina en cantidades de 1 a 2 g diarios. En la sangre, la creatinina alcanza cifras de 1 a 2 
mg/100 mL y suele elevarse cuando existen obstrucción urinaria o disfunción renal. Su 
ascenso en la sangre por encima de 5 mg/100 mL indica, en general, un deficiente 
funcionamiento renal de mal pronóstico. 

Grupos hemo. Más adelante se analiza con detalle la síntesis del grupo hemo. 

Etanolamina y colina. La etanolamina forma parte de los fosfátidos del tipo de la 
cefalina; la colina entra en la constitución de las lecitinas y la serina en la de las fosfatidil- 
sermas. La serina, al descarboxilarse, produce etanolamina; ésta, a su vez, es 
monometilada, dimetilada y  trimetilada de manera sucesiva, hasta formar la 
trimetiletanolamina, es decir, la colina. La colima requiere de metionina para las 
metilaciones. 

Sustancias pigmentadas. La fenilalanina y la tirosina son precursoras de sustancias 
pigmentadas, de color oscuro, muy abundantes en los animales, como las melaninas. En 
el proceso de su formación interviene la tirosinasa, que oxida la tirosina a 
deshidroxifenilalanina o dopa; el producto oxidado de ésta es el dopacromo. Al final se 
forma una serie de quinonas que se polimerizan (figura 20-21). En los seres vivos, las 
melaninas se presentan unidas a proteínas, formando las melanoproteínas. Los 
melanosarcomas son tumores capaces de sintetizar melanina; los pacientes con 
melanomas presentan melanuria. Por el contrario, la falta de melanina causa el albinismo, 
enfermedad congénita caracterizada por falta de pigmento en la piel y los apéndices 
cutáneos. 
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Figura 20-21. Esquema de los sitios de bloqueo metabólico en algunos cuadros de “errores innatos del 


metabolismo” de los aminoácidos aromáticos. El bloqueo, señalado con las flechas de rayas interrumpidas, puede 
consistir en la falta absoluta de la enzima. En el caso del albinismo se señala de una manera general el bloqueo 
entre las dopaquinonas y las melaninas 
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Vitaminas: síntesis de niacina a partir de triptófano. La degradación del triptófano 
en los mamíferos es muy compleja. La mayor parte se elimina en forma de los derivados 
del indol o del ácido quinurénico. El triptófano puede abrir su anillo bencénico (figura 20- 
22) y cerrarlo en otra posición, adoptando la estructura del ácido nicotínico o niacina, 


vitamina del complejo B. 
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Figura 20-22. Biosintesis del ácido nicotínico a partir de triptófano. Este proceso es el más común en los tejidos 
de los animales superiores. 


Péptidos. La síntesis de péptidos pequeños como oxitocina, vasopresina o glutatión se 
lleva a cabo de manera directa; por ejemplo, la síntesis del glutatión se efectúa en dos 
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etapas a partir de sus tres aminoácidos componentes: glutamato, cisteína y glicina; cada 
etapa implica la formación de una unión peptídica, con energía proporcionada por el 
ATP: 


glutamato + cisteína + ATP ——= y-glutamilcisteína+ ADP + Pi 


y-glutamilcisteína + glicina + ATP ——> glutatión+ ADP + Pi 


Transmisores intercelulares. Los más importantes son de tipo hormonal y nervioso: 


1. Neurotransmisores. Son pequeñas moléculas difusibles que se secretan en las 
sinapsis, que son sitios especializados donde se ponen en contacto dos neuronas; una 
libera el neurotransmisor, que viaja hacia la otra célula de la sinapsis ocasionando un 
cambio eléctrico en su membrana. Así, los neurotransmisores generan señales de una 
célula a otra. Se destacan los siguientes: 

Acetilcolina. Se forma a partir de colina y el acetato de la acetil-coenzima A; una vez 
que ha actuado sobre los receptores colinérgicos, es destruida por la acción de la 
enzima acetilcolinesterasa. Algunos insecticidas del tipo del DDT se unen a la 
acetilcolinesterasa y la inhiben. De esta manera, se detiene la destrucción de la 
acetilcolina, permitiéndole continuar en las células musculares que reciben señales de 
las neuronas, ocasionando un estado de contracción persistente de los músculos y por 
último la parálisis del insecto. 

Catecolaminas. Son aminas secretadas por la médula suprarrenal y por las 
terminaciones de los nervios adrenérgicos. Las más importantes son dopamina, 
noradrenalina y adrenalina, las cuales derivan de los aminoácidos fenilalanina y 
tirosina. La formación de las catecolaminas con actividad hormonal, noradrenalina y 
adrenalina, depende de la transformación de la tirosina a 3,4-dihidroxifenilalanina 
(dopa), después a dopamina, para por último oxidarse y formar noradrenalina (figura 
20-23); el grupo metilo terminal de la adrenalina procede de la S-adenosil-metionina 
(véase más adelante la figura 20-26). 
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Figura 20-23. Biosíntesis de catecolaminas: noradrenalina y adrenalina. FNMT: feniletanolamina N-metil 
transferasa. 


booksmedicos.org 


Serotonina. Un potente agente neurohumoral es la serotonina o 5-hidroxitriptamina; es 
un vasoconstrictor poderoso, estimulador del músculo liso y de la actividad cerebral. 
La serotonina se forma a partir del triptófano y se degrada por la monoamino-oxidasa 
a ácido 5-hidroximdolacético (figura 20-24). La enzima monoamino-oxidasa es 
importante porque la serotonina estimula la actividad cerebral; por el contrario, su 
carencia determina un efecto depresor. Existen fármacos inhibidores de la 
monoamino-oxidasa que impiden la destrucción de la serotonina y, por tanto, 
aumentan los efectos nerviosos de estimulación. Asimismo existen fármacos 
depresores, como la reserpina, que daña los almacenes de serotonina, con lo cual 
reduce la cantidad de serotonina y deprime la actividad del sistema nervioso. Del 
mismo modo, los agentes del tipo de la mescalina, de la dietilamida del ácido lisérgico 
y ciertos factores presentes en los “hongos alucinógenos”, parecen actuar por 
fenómenos de antagonismo sobre el consumo normal de serotonina. El carcinoide 
maligno o argentafinoma, productor de cantidades exageradas de serotonina, se 
presenta con trastornos vasomotores, diarrea y espasmo de los músculos lisos de los 
bronquios, entre otros. En estos casos se encuentran concentraciones muy altas de 
serotonina y su metabolito, el ácido 5-hidroxiindolacético en la sangre, debido a una 
excesiva formación de serotonina por el triptófano. 


NHz* 
| 
- HO 
CHCHCOO CH,COO- 
S NH N 
: H 
Triptófano Acido 5-hidroxiindolacético 
tetrahidrobiopterina 
NHz* 
O, 3 
dihidrobiopterina 
NH3 
L HO | 
CH-CHCOO CO, CHCH, 
j NH 
5-hidroxitriptófano 5-hidroxitriptamina (serotonina) 


Figura 20-24. Formación de serotonina a partir de triptófano. El metabolito posterior a la serotonina, es el ácido 
5-hidroxiindolacético, uno de los principales metabolitos de excreción de esta vía. 
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Histamina. Se produce por la descarboxilación de la histidina y se almacena sobre 
todo en las células cebadas o mastocitos. No parece ser un transmisor en el sistema 
nervioso central, pero actúa en otros sitios del organismo. Se libera y muestra sus 
efectos en procesos anafilácticos y alérgicos. Así, la histamina causa distensión de los 
capilares, edema local y aumento del lecho vascular, lo que puede provocar malestar 
general e incluso choque. 

y-Aminobutirato. Se produce por la descarboxilación del glutamato; actúa en el 
sistema nervioso central como transmisor de tipo inhibidor. La alanina y la glicina 
actúan también de esta manera. 


6 ` 

© 2. Hormonas. Existen hormonas como las tróficas de la hipófisis anterior, el glucagon y la insulina, 
con estructura de lareos polipéptidos; además, hay hormonas de tipo polipéptido pequeño, como la 
oxitocina y la vasopresina de la hipófisis posterior; existe también el caso especial de las hormonas 
tiroideas, formadas a partir del aminoácido tirosina. 


Contribución de los aminoácidos al metabolismo de los 
fragmentos de un carbono 


Diversos aminoácidos, en el curso de su metabolismo, forman fragmentos de un carbono 
(1 C), nombre inapropiado consagrado por la costumbre. Se trata de radicales 
constituidos por un carbono en distintos grados de oxidación, desde el oxidado como el 
formiato (-HC=0) hasta el reducido como el metilo (-CH3), todos ellos metabolizables 
por las células. 

Función del ácido fólico y de la S-adenosil-metionina. Los radicales de 1 C no 
están libres en las células y son transportados por dos tipos de coenzimas, de las cuales 
las más importantes son el ácido fólico en su forma activa, como ácido tetrahidrofólico, y 
la S-adenosil-metionina. El donador más común de fragmentos de 1 C es la serina (figura 
20-25). Los fragmentos de 1 C se utilizan para la síntesis de moléculas de importancia 
biológica, como las purinas y la timina. Es muy importante el cometido del ácido fólico 
en la síntesis de las bases púricas; su carencia produce trastornos en las células de 
multiplicación rápida, como las de la médula ósea. De aquí la relevancia de los 
antifólicos, que son compuestos antagonistas de la acción biológica del ácido fólico, y su 
uso para bloquear la síntesis de purinas en las leucemias. 
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Figura 20-25. Manejo de los distintos fragmentos de un carbono (1 C) por medio del ácido tetrahidrofólico 
(THF). Los fragmentos de 1 C se han dispuesto en 3 niveles en sentido horizontal, de acuerdo a su grado de 
oxidación, arriba el más reducido en forma de metilo y abajo el más oxidado en forma de formilo (u otras 
estructuras equivalentes en su grado de oxidación). El número 5 o 10 debajo de la abreviatura THF se refiere al 
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número del nitrógeno del ácido tetrahidrofólico, al cual se le une el fragmento de 1 C. 


En los mamíferos, la mayoría de los metilos provienen de los alimentos en forma del 
aminoácido esencial metionina, o bien de la base colina. Sin embargo, tal como se 
esquematiza en la figura 20-25, la síntesis del -CH3 de novo en los seres dotados de esta 
capacidad se lleva a cabo por la reducción del ácido NN 1% metilentetrahidofólico, por 
medio de una enzima dependiente de NADH. Enseguida, el metilo pasa a la S-adenosil- 
homocisteína, en una reacción enzimática que requiere vitamina Bį2. El eje del 
metabolismo de los grupos metilo en las células es la S-adenosil-metionina; su síntesis y 
metabolismo se resumen en la figura 20-26. Debe tomarse en cuenta que: a) la unión - 
S-CHz pertenece a un compuesto de “alta energía” y facilita la metilación de los 
aceptores de metilos; y b) los aceptores de metilos son metabolitos que forman un grupo 
de moléculas de gran interés como creatina, noradrenalina y colina, entre otras. 
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Figura 20-26. Metabolismo de los grupos metilo por intermedio de la S—adenosil metionina. 
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Destino final de los fragmentos de 1 C. Además de intervenir en los procesos de 
captación o expulsión de 1 C, los grupos metilo o los formilo pueden oxidarse por 
completo hasta CO»; en experimentos con compuestos marcados de forma radiactiva, se 
ha demostrado que el metilo de la metionina se expulsa, en parte, por vía respiratoria 
como CO». 

CO, como fragmento de 1 C. La reacción inicial de fijación de CO, en la fotosíntesis 
es el mejor ejemplo de adición de fragmentos de 1 C, como CO», a los carbohidratos; 
esta reacción no ocurre en animales. En éstos, los casos mejor conocidos de fijación de 
fragmentos de 1 C, en forma de CO», son la formación de oxalacetato a partir de 
fosfoenolpiruvato (véase Reversibilidad de la vía glucolítica), la transformación de la 
acetil-coenzima A en malonil-coenzima A, la reacción de carboxilación del piruvato para 
producir oxalacetato y la formación de los anillos de purina y pirimidina, en los que tanto 
el Ce del anillo purínico como el C, del pirimidínico provienen del CO,, en el primer caso 
por incorporación directa a partir del HCO, presente en el medio, y en el segundo caso, 


por la síntesis del carbamilfosfato a partir del CO, más NH4" que, de esa manera, podrá 
ser incorporado en numerosos compuestos. 
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Metabolismo de las porfirinas 


Síntesis de las porfirinas 


El núcleo porfirínico se forma a partir de la succinil-coenzima A, a la cual se une el 
carbono a de la glicina para formar el a-amino-P-cetoadipato y luego el ô- 
aminolevulinato, a través de una descarboxilación catalizada por la sintetasa del y- 
aminolevulinato, enzima reguladora de la biosíntesis de porfirinas en el hígado de los 
mamíferos y cuya coenzima es el fosfato de piridoxal (figura 20-7). Éste es un punto de 
encrucijada metabólica; la condensación de dos moléculas de J-aminolevulinato, con 
pérdida de dos moléculas de agua, da lugar al porfobilinógeno, primer precursor del 
núcleo pirrólico. El d-aminolevulinato se desamina convirtiéndose en el a- 
cetoglutaraldehído; el carbono eliminado entra al metabolismo de los fragmentos de 1 C, 
y para cerrar el ciclo el residuo de cuatro carbonos forma de nuevo el succinato (figura 20- 
27). 
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Figura 20-27. Ciclo de succinato-glicina y sus relaciones con el metabolismo de las porfirinas. En realidad el 
succinato inicia el ciclo en forma de succinil coenzima A. 
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Al sintetizarse el porfobilinógeno, quedan como cadenas laterales del núcleo pirrólico, 
un grupo acetato, —CH,COO—, y un propionato, —CH,CH,C0OO—,; de la unión de 
cuatro moléculas con estas sustituciones se obtienen los uroporfirmógenos de tipo I o III. 
Si se descarboxila el grupo acetato se obtienen grupos metilo, CH3, y los 
uroporfirimnógenos se convierten en coproporfirmógenos. La descarboxilación y la 
oxidación consecutiva de éstos establecen la estructura de los protoporfirinógenos para 
formar la protoporfirina 9 (figura 20-28). En los vegetales existen sistemas similares a los 
señalados para la síntesis del anillo porfirínico; la clorofila contiene una porfirina con 
magnesio como metal coordinado. 
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Figura 20-28. Caminos metabólicos para la formación de las porfirinas a través del porfobilinógeno. 


Alteraciones de la biosíntesis y el metabolismo de las 
porfirinas 
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Se considera anormal la excreción excesiva de porfirina en la orina (porfirinuria). La 
protoporfirina de las heces proviene de la presencia de sangre en el tubo digestivo. La 
porfirina más común en la orina y en las materias fecales es la coproporfirina, y suele 
aumentar en las intoxicaciones por plomo, así como en el alcoholismo agudo y las 
enfermedades hepáticas, entre otras patologías. Existen “errores innatos del 
metabolismo”, denominados de forma genérica porfirias y anemias hemolíticas, con 
destrucción exagerada de hemoglobina, en los cuales los valores de coproporfirinas son 
muy elevados. 


Degradación de las porfirinas 


Pigmentos biliares 


Metabolismo pigmentario. El glóbulo rojo es destruido unos 120 días después de su 
formación; entre sus componentes se encuentra el grupo hemo, que al perder el hierro da 
lugar a los pigmentos biliares, sustancias coloreadas excretadas por la bilis. Las células del 
sistema reticuloendotelial catabolizan cerca de 6 g de hemoglobina por día y generan 
alrededor de 250 mg de bilirrubina, el pigmento biliar más característico. 

En la figura 20-29 se representan los principales pasos de la formación de los pigmentos; 
el proceso ocurre en los microsomas, donde se reduce el grupo hemo con NADPH y se 
le introducen 3 mol de oxígeno para abrir el anillo porfirínico a nivel de uno de los 


puentes a-meteno (entre los pirroles I y Il), liberar Fe** y CO, y formar la biliverdina; 
ésta se reduce a bilirrubina con la participación de NADPH. La bilirrubina generada sale 
de las células donde se forma y debido a su baja solubilidad en el agua, es transportada 
por vía sanguínea unida a la albúmina. Esta bilirrubina corresponde a la llamada en 
clínica bilirrubina indirecta, por requerir alcohol para su extracción y formar un complejo 
coloreado con el diazorreactivo de Ehrlich; los niveles sanguíneos de la bilirrubina 
indirecta —0.5 a 1.0 mg/100 mL— son indicadores de la destrucción globular constante 
y del transporte de bilirrubina de diferentes células hacia el hígado. 
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Figura 20-29. Degradación del hemo de la hemoglobina a bilirrubina. Cuando existe bilirrubina de reacción 
directa en el suero, se presenta en la misma forma que la de la bilis, pero va adherida a la albúmina. El grupo Gluc 
en las fórmulas representa el radical glucurónido que permite la solubilidad del compuesto y las letras M, V, y P 
los grupos metilo CH3, vinilo, -CH = CH y ácido propiónico, -CH2-CH2-COOH, respectivamente. 
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La bilirrubina indirecta es captada por el hígado, en donde se conjuga con dos 
moléculas de glucuronato. La glucuronil-transferasa cataliza el paso del glucuronato, 
presente en el uridin-difosfato de glucuronato, hacia el propionato de las bilirrubinas 
(figura 20-30); se forma primero el monoglucuronato y después el diglucuronato de 
bilirrubina, que es soluble en agua y se secreta por un proceso activo hacia la bilis para 
llegar al intestino. En condiciones normales, una pequeña cantidad de bilirrubina 
conjugada con glucuronato pasa a la circulación y constituye la bilirrubina directa (0.25 
mg/100 mL de sangre), llamada así por dotar de coloración con ayuda del diazorreactivo 
sin la necesidad de ser extraída con alcohol. En el intestino, el glucuronato de bilirrubina, 
por acción de las enzimas de la flora bacteriana, pierde las dos moléculas de glucuronato 
y es reducido a mesobilirrubinógeno, incoloro, que puede convertirse en urobilimógeno 
(estercobilinógeno). Parte de este último es oxidado hasta urobilina (estercobilina) y 
expulsado con las materias fecales, pero otra parte es absorbida de nuevo en el intestino 
y llega al hígado para ser reexcretada en la bilis. El oscurecimiento de las materias fecales 
cuando se exponen al aire se debe a la oxidación del urobilinógeno a urobilina. Cuando 
no todo el urobilinógeno reabsorbido es captado por el hígado, como sucede en cierta 
proporción en las personas normales, y también cuando hay trastornos del 
funcionamiento hepático, pasa a la circulación general y se excreta por el riñón como tal 
o como urobilina. 
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Figura 20-30. Metabolismo del ácido glucurónico en relación con la biosíntesis de un complejo soluble de la 
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bilirrubina. 


La excreción cotidiana de pigmentos por la orina es de 1 a 2 mg y de cerca de 250 mg 
por vía intestinal. En la orina contribuye a darle su color amarillo característico. 


Ictericia 


El aumento de la bilirrubina en el suero causa ictericia, o sea la coloración amarilla de las 
mucosas y la piel. Existen tres tipos fundamentales de ictericia: a) la hemolítica, debida a 
la destrucción excesiva de glóbulos rojos; b) la debida a la lesión de las celdillas 
hepáticas, o hepatocelular; y c) la obstructiva, causada por alteración mecánica de las 
vías biliares. En las ictericias Hhemolíticas, la capacidad catabólica del sistema 
reticuloendotelial de formar bilirrubina no conjugada predomina sobre la capacidad del 
hígado de conjugarla y, por tanto, se presenta un aumento de bilirrubina indirecta, que se 
elimina por la bilis y las materias fecales, las cuales muestran coloración más oscura. 
Como la bilirrubina indirecta es insoluble en agua, no aparece en la orina; este tipo de 
ictericia se llama acolúrica (sin bilis en la orma). La sobreproducción de bilirrubina es 
característica en los cuadros de anemia hemolítica congénita o adquirida, así como en la 
transfusión de sangre incompatible. En el niño se presenta el cuadro de hemólisis por 
incompatibilidad del factor Rh, que suele provocar la enfermedad hemolítica del recién 
nacido, con acumulación de pigmento biliar en el tejido nervioso -kernicterus-, a menudo 
muy grave. 

En la obstrucción del árbol biliar es habitual que el hígado conjugue con el ácido 
elucurónico la bilirrubina producida en cantidades normales. La ictericia por obstrucción 
se hace manifiesta cuando no se logra excretar la mayor parte de la bilis; en tal caso, 
aumenta la bilirrubina directa en sangre -hasta 40 y 50 mg/100 mL-, la cual, por ser 
soluble, aparece en la orina en cantidades exageradas impartiéndole un color castaño de 
diferentes tonalidades (coluria). Por la falta de pigmentos biliares en las materias fecales, 
éstas adquieren un color pardo claro o blanquecino (acolia). 

Por último, en la ictericia hepatocelular disminuye la capacidad de conjugar la 
bilirrubina con el ácido glucurónico y hay un aumento de bilirrubina indirecta en el suero. 
También aumenta la concentración de bilirrubina directa, ya que la alteración en los 
hepatocitos representa un tipo de obstrucción funcional y no logra eliminarse a través de 
la bilis toda la bilirrubina conjugada con el ácido glucurónico. El urobilinógeno fecal 
disminuye por la baja eliminación de bilirrubina, pero el urinario suele aumentar por 
imposibilidad del parénquima hepático de retener el urobilinógeno absorbido en el 
intestino. Si cesa la salida de pigmentos, el cuadro parece de tipo obstructivo. 


o Preguntas de reforzamiento 


1 ¿En qué vía se sintetiza la dopamina? 
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2 Menciona las moléculas que estimulan la secreción gástrica en las células parietales? 
3 ¿Qué papel desempeña la anhidrasa carbónica en la acidificación del interior del estómago? 
4 ¿Qué moléculas estimulan la secreción de bicarbonato y enzimas por el páncreas? 


5 En el periodo posprandial inmediato, ¿qué aminoácidos se intercambian entre el músculo y el cerebro; entre el músculo y el 
intestino; entre el riñón y el hígado? 


6 El piruvato se origina por la degradación de los siguientes aminoácidos 
7 El succinil-CoA se origina por la degradación de los siguientes aminoácidos 
8 El oxaloacetato se origina por la degradación de los siguientes aminoácidos 


Respuestas: |. En la biosíntesis de catecolaminas (figura 20-23), 2. Acelicolina, histamina, gastrina (figura 20-1), 3. Sintetiza el 
ácido carbónico (H2C03), el cual se disocia en bicarbonato (HCO3-) y un protón BÙ; éste último se bombea a la luz del 
estómago, acidificando el medio (figura 20-2), 4. Acetilcolina, secretina, colecistocinina (figura 20-3), 5. Valina; glutamina; alanina 


(figura 20-4), 6. Alanina, serina, cisteína, glicina, treonina, hidroxiprolina (figura 20-14), 7. Isoleucina, metionina, valina, 8. 
Asparagina, aspartato. 
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e Metabolismo de los ribonucleótidos que contienen bases púricas 
e Metabolismo de los ribonucleótidos con bases pirimidínicas 
e Síntesis de los desoxirribonucleótidos 


e Raras clave 


Í Mencione los precursores del anillo purínico. 
2 Mencione las enzimas defectuosas en la gota y qué metabolito se acumula. 


3 Mencione las enfermedades generadas por la fallas en la reutilización de las bases púricas. 


Los nucleótidos poseen numerosas funciones metabólicas. El ATP, por ejemplo, es el 
donador y distribuidor universal de energía en los sistemas biológicos; el AMP cíclico 
(cAMP) es un mediador importante de las respuestas hormonales. Ciertos nucleótidos 


forman parte de coenzimas (NAD”, coenzima A, FAD, entre otras) o son intermediarios 
de los compuestos de alto peso molecular DNA y RNA. En este capítulo se estudia la 
síntesis y la degradación de los nucleótidos. 

Nucleótidos de los alimentos. Los ácidos nucleicos de los alimentos son degradados 
en el tubo digestivo por la acción de las ribonucleasas y desoxirribonucleasas de origen 
pancreático. Los nucleótidos son degradados por las nucleotidasas, liberando el 
nucleósido y el fosfato terminal, los cuales se absorben en el intestino. 
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Metabolismo de los ribonucleótidos que contienen bases 
púricas 


Biosíntesis 


El organismo no depende de las purinas y las pirimidinas preformadas presentes en los 
alimentos, ya que éstas pueden sintetizarse a partir de otros componentes celulares; los 
seres humanos sometidos a dietas sin purinas no tienen problemas; tal es el caso de los 
niños alimentados con leche carente de purinas. 

Los precursores del anillo purínico son los aminoácidos o sus derivados, además del 
CO, presente en el medio (figura 21-1). El compuesto inicial se sintetiza por acción de la 
S-fosforribosil-1-pirofosfato sintetasa a partir de ribosa-5-fosfato y ATP. Después, de 
manera sucesiva, se va añadiendo un nitrógeno de la glutamina, la glicina y el formiato a 
partir del ácido tetrahidrofólico, luego, un nuevo nitrógeno a partir de glutamina y 
finalmente ocurre una deshidratación que origina el cierre del anillo de cinco átomos, y 
forma un intermediario llamado ribonucleótido de 5-aminoimidazol (figura 21-2). Es 
importante mencionar que en los vertebrados, la síntesis del ribonucleótido de 5- 
aminoimidazol a partir de la fosforribosilamida se realiza por una sola cadena peptídica 
que manifiesta cuatro actividades catalíticas diferentes, a saber: incorporación de glicina, 
formilación, incorporación del NH, de la glutamina, deshidratación y cierre del anillo. 
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Figura 21-1. Precursores del anillo purínico. 
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Figura 21-2. Etapas iniciales en la biosíntesis de los ribonucleótidos que contienen el anillo purínico. 


Una vez formado el ribonucleótido de 5-aminoimidazol continúa la síntesis del anillo de 
las purinas con dos reacciones, ambas catalizadas por un solo polipéptido, una de 
carboxilación a partir de CO, libre y otra de unión del aspartato, con lo que se forma el 
ribonucleótido de 5-aminoimidazol 4-N-succinocarboxamida (figura 21-3). A este último 
compuesto se le transfiere el NH, del aspartato y el resto se elimina como fumarato; el 
polipéptido que cataliza esta reacción sólo tiene esta actividad (figura 21-3). Para formar el 
monofosfato de inosina se realizan otras dos reacciones, una de formilación, con la 
participación del ácido tetrahidrofólico, y otra de deshidratación y cierre del anillo de seis 
átomos (figura 21-3). A semejanza de casos anteriores, estas dos últimas reacciones para la 
formación del IMP, son realizadas por un polipéptido con dos actividades catalíticas 
diferentes. 
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Figura 21-3. Etapas finales en la biosíntesis de los ribonucleótidos que contienen el anillo purínico. 


En los vertebrados, un hecho sobresaliente en la biosíntesis de los ribonucleótidos con 
anillo purínico es la participación de tres enzimas multifuncionales. Se han descrito 
algunas ventajas de estas enzimas catalizadoras de reacciones en secuencia; se evitan las 
reacciones colaterales cuando son canalizados de un sitio catalítico al siguiente; además, 
la síntesis es coordinada y se asegura el ensamble del compuesto final. 

A partir del IMP se forman los demás mononucleótidos por conversiones de una base 
en otra; así, el AMP proviene de la aminación del grupo 6 del IMP (figura 21-3). 

El hígado, además de sintetizar las purinas necesarias para su propio metabolismo, se 
encarga de formar las purinas para células como los eritrocitos y algunos leucocitos, 
incapaces de sintetizarlas; también el cerebro depende en parte de las purinas formadas 
por el hígado. En el camino de la biosíntesis de las purimas, existe un sistema 
autorregulador de retroinhibición por producto final. El ATP, el ADP y los nucleótidos 


booksmedicos.org 


correspondientes de guanina e inosina (figura 21-4) inhiben a la enzima amidotransferasa, 
que cataliza la unión del grupo amido de la glutamina al S-fosforribosil- 1 -pirofosfato, para 
liberar el pirofosfato y producir la 5-fosforribosilamida. Si disminuye el consumo de estos 
nucleótidos se inhibe la enzima reguladora de los primeros pasos de la síntesis (cuando se 
requiere en mayor cantidad), los nucleótidos se consumen y se desinhibe la enzima para 
echar a andar una vez más la biosíntesis correspondiente. 
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Figura 21-4. Etapas enzimáticas de regulación en la biosíntesis de ribonucleótidos con bases púricas. Las líneas 
discontinuas señalan el sitio de inhibición de los distintos nucleótidos. Las líneas continuas indican el sitio de 
estimulación de los pasos correspondientes. 


Existen otros sitios de regulación; así, el ATP promueve la formación de los derivados 
guanílicos y el GTP la de los derivados adenílicos; además, tanto el AMP como el GMP 
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impiden su propia síntesis (figura 21-4). 

Para el tratamiento de algunas neoplasias se han usado antimetabolitos inhibidores de la 
biosíntesis de los nucleótidos o de sus bases púricas; por ejemplo, los antagonistas del 
ácido fólico impiden la entrada del carbono proveniente del formiato en el proceso de la 
biosíntesis del anillo purínico. La azaserina y la desoxinorleucina inhiben las reacciones 
en que participa la glutamina, en especial en el paso en que ésta inicia la síntesis del 
anillo. 


A 

Otro mecanismo para regular la biosíntesis de las purinas es el propio tamaño de la poza 
metabólica del 5-fosforribosil- 1-pirofosfato, debido a la diferencia entre su síntesis y su utilización. 
Cuando la poza disminuye, se abate la síntesis de las bases púricas y pirimidínicas e, incluso, la 
reutilización de las bases púricas. Por el contrario, si la poza aumenta, se promueven la síntesis y la 
reutilización de las bases. De allí la importancia del equilibrio entre la formación y la utilización del 5- 
fosforribosil- 1pirofosfato. Un ejemplo de esto es cuando en la gota se encuentra incrementado el ácido 
úrico y al mismo tiempo el 5-fosforribosil- 1-pirofosfato, el cual podría tener una intervención importante 
en el mecanismo productor de la enfermedad. 


Ciclo de nucleótidos de purinas en el tejido muscular 

Un hecho importante en el tejido muscular es la transformación del AMP en IMP por 
acción de la AMP desaminasa, cuya acción en dicho tejido coincide con una actividad 
muy baja de la deshidrogenasa glutámica, enzima clave en la desaminación de los 
aminoácidos y la producción de NH”. Para compensar la baja actividad de la 
deshidrogenasa glutámica, la AMP desaminasa realiza la función de la 
deshidrogenasa. Según el esquema de la figura 21-5, el IMP resultante de la desaminación 
del AMP reacciona con el aspartato para generar AMP a través del adenil-succinato; el 
resultado para cada vuelta del ciclo es la entrada de un aspartato y la salida de un 
fumarato y un NH4", equivalente a la desaminación de un aminoácido. 
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Figura 21-5. Ciclo de los nucleótidos de purina en el tejido rnuscular. El funcionamiento del ciclo da como 
resultado neto la desaminación del aspartato y su conversión en fumarato y NH4. 


Catabolismo de las purinas 


A través de reacciones de hidrólisis, los nucleótidos pierden sus grupos fosfato y se 
convierten en nucleósidos monofosfatos como AMP, GMP o IMP, o bien en nucleósidos 
cuando se pierde el fosfato. La adenosina (un nucleósido) se convierte en inosina por 
acción de su desaminasa. Los nucleósidos se hidrolizan en ribosa y en bases libres. 
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Con el tiempo, las purinas libres o aún como nucleósidos (figura 21-6) terminan por 
transformarse en la base hipoxantina, sobre la cual actúa la xantina oxidasa o xantina 
deshidrogenasa y la transforma en xantina; la guanina también se convierte en xantina por 
la acción desaminativa de la guanasa. 
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Figura 21-6. Catabolismo de las purinas hasta la formación de ácido úrico. Poner énfasis en los cambios 
degradativos, se han omitido los N de los anillos y algunas de las dobles ligaduras. 


La xantina es oxidada por la xantina oxidasa, que la convierte en ácido úrico, principal 
producto final del catabolismo purínico en la especie humana (figura 21-6). 

La cantidad de ácido úrico formado depende de la ingestión de purinas de los alimentos 
y de la velocidad del catabolismo de las purinas endógenas, o sea, las formadas en el 
interior del organismo. 

En situaciones normales se forman 5 g de purinas al día, y sólo 0.5 g se convierten en 
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ácido úrico; por lo tanto, la mayor parte de las purinas formadas se reutilizan, como se 
describe más adelante. 


Excreción del ácido úrico 


El ácido úrico sanguíneo se filtra en el glomérulo y se reabsorbe de forma parcial y 
secreta de manera activa en el túbulo contorneado proximal. Algunos fármacos, como los 
salicilatos y el zincófeno, bloquean la reabsorción del ácido úrico. En ciertos cuadros 
clínicos (neoplasias, leucemias, procesos infecciosos) aumenta la eliminación del ácido 
úrico. La administración de oxisteroides suprarrenales también incrementa la cantidad del 
ácido úrico excretado, por aumento del catabolismo purínico. En ocasiones, el ácido 
úrico se precipita en la orina y forma cálculos renales, lo cual se debe a su baja 
solubilidad; ésta puede aumentarse si se alcaliniza la orina, ya que el ácido úrico, ionizado 
en forma de urato, es más soluble. 


Gota 
D 
© La gota es una enfermedad caracterizada por la presencia de altas concentraciones de uratos en la 
sangre y en la orina; con frecuencia, los uratos se depositan en las articulaciones y generan inflamación o 
tofo gotoso, que causa intensos dolores. La gota es la consecuencia de un error metabólico heredable, 


por un defecto de la sintetasa de la 5-fosforribosil- 1-pirofosfato (figura 21-2) o de la guanina 
(hipoxantina) fosforribosil-transferasa, lo que provoca la sobreproducción de purias. 
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Metabolismo de los ribonucleótidos con bases 
pirimidínicas 


Biosíntesis 


Como en el caso de las purinas, la formación de las bases pirimidínicas ocurre a partir de 
fragmentos pequeños. En la figura 21-7 se muestra la síntesis del anillo: la aspartato 
transcarbamilasa une el aspartato, el cual proporciona los C4, Cs y Ce más el Ny, con el 
carbamil-fosfato, que proporciona el N; y el C2, para producir el carbamilaspartato; éste 
se sintetiza en el citosol por acción de una carbamil-fosfato sintetasa distinta de la 
mitocondrial que participa en la síntesis de la urea. El cierre del anillo se lleva a cabo 
mediante una deshidratación catalizada por la dihidroorotasa, con lo que se forma el 
dihidroorotato. Las tres actividades anteriores son efectuadas por la acción de un solo 
polipéptido, que conforma una enzima multifuncional denominada CAD, por las iniciales 
de cada una de las tres actividades integrantes. 


El dihidroorotato se convierte en orotato con la intervención del NAD* y de una 
deshidrogenasa. La conversión del orotato en UMP se realiza por otra enzima 
multifuncional que cataliza dos reacciones, la formación de orotidilato por la unión del 
orotato al 5-fosforribosil- 1-pirofosfato y la descarboxilación del orotidilato para producir 
UMP (figura 21-7). 
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Figura 21-7. Síntesis del anillo pirimidínico. Sólo se muestra la formación del monofosfato de uridina, primer 
metabolito sintetizado, a partir del cual se hacen las modificaciones en el anillo pirimidínico para formar las otras 
bases. 
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Las formas de nucleósidos o nucleótidos de pirimidinas permiten la interconversión de 
unos en otros; la aminación de la base uracilo convierte éste en citosina, lo que permite 
formar el monofosfato de citidina. Los derivados metilados, como la timina o la 
metilcitosina, se sintetizan con la participación del formiato “activo”, fuente del nuevo 
carbono, como se indica más adelante. La regulación del camino biosintético de las 
pirimidinas se ejerce de manera principal sobre la aspartato transcarbamilasa, que se 
inhibe por el producto final, el CTP; la regulación de la vía depende, por lo tanto, de la 
concentración del CTP. 

La aspartato transcarbamilasa es la enzima de regulación alostérica más estudiada; de 
hecho, con ella se inició el análisis del proceso de inhibición por retroalimentación o 
retroimhibición, debido a cambios alostéricos de la enzima. En E. coli, el CTP actúa 
como modulador alostérico negativo sobre una enzima que posee una cadena 
polipeptídica para el sitio activo y otra cadena polipeptídica distinta para el sitio 
alostérico. 

Se han sintetizado derivados de los ribonucleótidos de pirimidinas para utilizarlos como 
antimetabolitos, entre los que destacan los derivados halogenados, el 5-fluorouracilo o el 
ácido 5-fluoroorótico, los cuales inhiben la síntesis del RNA. Al unir la base halogenada 
con una desoxirribosa fosforilada, se obtuvieron los primeros agentes antivirales 
específicos conocidos, por ejemplo, la 5-ftuorodesoxiuridina. 


Degradación de las pirimidinas 
En general, el uracilo se convierte en P-alanina, que se fragmenta en NH3, CO) y 


acetato. La timina y la citosina siguen caminos metabólicos complejos para alcanzar su 
degradación total, o para formar P-aminoisobutirato excretable por la orina (figura 21-8). 
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HN | Y | CH3 
A N O SN 
H H 
Uracilo Timina 
CO, CO, 
NH3 NH3 
*H3N— CH ;—CH— COO- CH3 
P-alanina 


| 
*H¿N— il a 
CH, 


P-aminoisobutirato 


Figura 21-8. Principales caminos catabólicos de las bases pirimidínicas. 
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Síntesis de los desoxirribonucleótidos 


En todas las especies estudiadas, los desoxirribonucleótidos se forman a partir de los 
ribonucleótidos; se trata de una reducción en la cual el ribonucleótido pierde el oxígeno 
unido al carbono 2 de la ribosa y genera la desoxirribosa, sin afectar la base o los fosfatos 
unidos a la pentosa. 

La reacción se inicia con alguno de los cuatro nucleósido difosfatos, ADP, GDP, UDP 
o CDP, que se reduce al correspondiente desoxianálogo por un sistema multienzimático, 
en una reacción (figura 21-9) en la que los electrones necesarios para la reducción del 
ribonucleótido son donados por el NADPH a una proteína, la tiorredoxina, poseedora de 
un enlace disulfuro el cual al sufrir la reducción enzimática queda con dos grupos SH. 
Éstos reducen el ribonucleótido y lo convierten en desoxirribonucleótido; la tiorredoxina 
queda oxidada, formando un enlace disulfuro que se reduce de nuevo por el NADPH. 


Ribonucleósido 
5 =0 difosfato z -0 
© © | reductasa © © | 
HC O base e 


OH OH OH H 


Tiorredoxina Tiorredoxina 
reducida oxidada 


NADP+ NADPH + H+ 


Figura 21-9. Reducción de los ribonucleósidos difosfatos para dar origen a los 2”-desoxirribonucleósidos 
difosfatos. 


Biosíntesis de los fosfatos de desoxitimidina 


Para la síntesis del DNA se requieren desoxirribonucleótidos con timina, cuya síntesis se 
realiza a partir del desoxi-UMP, el cual recibe el metilo de un derivado del ácido fólico en 
una reacción catalizada por la timidilato sintetasa (figura 21-10). Este paso biosintético es 
sensible a las sustancias del grupo de los antifólicos, muy usadas en las leucemias. Estos 
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fármacos impiden la donación de metilos por el ácido fólico y bloquean la síntesis del 
dT MP y, en consecuencia, la del DNA. 


O O 
HN | H HN | CH3 
AA An 


Timidilato sintetasa 


des oxirribosa (P+> desoxirribosa 


2'-desoxiuridina 2'-desoxitimidina 


5-fosfato (JUMP) 31 metilen- Dihidrofólico 5-fosfato (dTMP) 
tetrahidrofólico 


Figura 21-10. Biosíntesis del desoxirribonucleótido con timina a partir del desoxiuridín fosfato y con la 
contribución de un metilo cedido por el ácido fólico. 


Regulación de la biosíntesis de los desoxirribonucleótidos 


La regulación reside en la reacción de reducción ya estudiada (figura 21-11). Actúan como 
moduladores positivos ATP, dGTP y TTP, dependiendo del tipo de ribonucleótido 
convertido en desoxirribonucleótido; el dATP funciona como el modulador negativo 
general de la reacción. 


ATP 


| 


ADP 


CDP 


.... 
.” 


dATP ` 


dUDP ———> dUMP JCDP 


dATP 4—dADP dGTP *—— dGDP dTDP *— dTMP dCTP 


Figura 21-11. Regulación alostérica de la biosíntesis de desoxirribonucleótidos ejercida sobre la reducción 
enzimática de los ribonucleótidos. La flecha verde indica los sitios de inhibición alostérica ejercida por el dATP, el 
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cual funciona como inhibidor general. El ATP, el dGTP y el TTP activan, como moduladores positivos, los sitios 
señalados por las flechas pequeñas continuas. 


Reutilización de las bases 


La formación y la degradación de los ácidos nucleicos alcanzan, en estado normal, una 
situación de equilibrio. Cuando los mamíferos ingieren dietas escasas en proteína se 
reduce la concentración del RNA, la cual parece reflejar el estado metabólico general del 
citoplasma. En estas condiciones, en cambio, no se modifica en grado considerable la 
síntesis del DNA, que está relacionado con las funciones de reproducción celular, de 
modo que este último sólo aumenta cuando se duplican los cromosomas. 

Una proporción importante de bases, en especial las púricas pero también las 
pirimidínicas, e incluyendo las que se absorben de manera íntegra en el tubo digestivo, o 
que se liberan en el curso del metabolismo tisular, son reutilizadas para formar 
nucleótidos sin ser sintetizadas desde el principio por el camino señalado. En este caso, la 
base correspondiente reacciona con el 5-fosforribosil-1-pirofosfato para producir el 
nucleótido y pirofosfato (figura 21-12). 


R R 
A N AF N 
N N 
Jos | SH j | YH 
AS A RON N 
- 


Fosforribosil transferasa 


Purina | 


PPi 


(B)-0-CH2_o @-0- o 
-0-0 
OH 


OH OH OH 
5-fosforribosil 1-pirofosfato Nucleótido de purina 


Figura 21-12. Reacción inicial para la reutilización de las bases. 
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La reutilización de las bases púricas biosintetizadas en el ser humano es importante; en 
condiciones normales, cerca de 90% de las purinas formadas se reutilizan, hecho cuyo 
significado se aprecia en el estudio de la enfermedad congénita conocida como síndrome 
de Lesch-Nyhan. En este cuadro falta una de las enzimas que intervienen en la 
reutilización de las purinas, la guanina (hipoxantina) fosforribosil-transferasa, que cataliza 
la siguiente reacción: 


guanina + 5- fosforribosil 1-pirofosfato «——>GMP + PPi 


o o 


(hipoxantina) (IMP) 


© Al no reutilizarse la hipoxantima ni la guanina, ambas se convierten en ácido úrico, aumenta la 


concentración de uratos en la sangre y la orina, y aparece el cuadro clínico de la gota, con depósito de 
uratos en los riñones, además de una diversidad de síntomas y signos neurológicos. 


o Preguntas de reforzamiento 


1 La transcarbamilasa es la enzima con la que se inicia la síntesis de UMP, ¿Qué sustratos emp lea 
2 ¿Cuál es la enzima que produce 2-desoxinucleósido difosfato y qué sustratos usa? 

3 ¿Cuál es el principal inhibidor alostérico de la síntesis de desoxirribonucleótidos? 

4 ¿Cuáles son los principales activadores de la síntesis de desoxirribonucleótidos? 


Respuestas: Í. Carbamil fosfato y aspartato (figura 21-7), 2. La enzima es la ribonucleósido difosfato reductasa, y sus sustratos 
son los nucleósido difosfato y la tiorredoxina reducida, 3. El dATP, 4. ATP, dGTP y TTP, 
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Capítulo 22 
¿o Ciclo de los 
Eg o° ácidos tricarboxílicos 


Edmundo Chávez Cosío, Oscar Flores Herrera, Federico Martínez Montes 


e Generalidades 

e Descarboxilación del piruvato 

e Síntesis de citrato 

e Síntesis de isocitrato 

e Síntesis de a-cetoglutarato 

e Síntesis de succinato 

e Síntesis de fumarato 

e Síntesis de malato 

e Síntesis de oxalacetato 

e Regulación del ciclo 

e Obtención de energía en el ciclo de Krebs 
e Sitios de incorporación de aminoácidos al ciclo de Krebs 
e Anaplerosis 

e Importancia intrínseca del ciclo de Krebs 
e El ciclo de Krebs en otras funciones 


> ai clave 


1 ¿Qué productos se generan en el ciclo de Krebs? 

2 ¿Cómo se regula y cuáles son los productos de la piruvato descarboxilasa? 
3 ¿Cuál es la importancia del isocitrato en el ciclo de Krebs? 

4 ¿Cómo se regula el ciclo de Krebs? 

5 ¿Cómo se incorporan algunos aminoácidos en el ciclo de Krebs? 

6 ¿Qué es la anaplerosis? 


7 ¿En qué otras vías participa el ciclo de Krebs? 
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Generalidades 


En 1937, Szent-Gyorgy propuso un ciclo que llamó del ácido succínico. Casi al mismo 
tiempo, Krebs describió lo que llamó ciclo del ácido cítrico (ciclo de los ácidos 
tricarboxílicos o ciclo de Krebs), el cual es un molino metabólico donde confluyen, 
además de los carbohidratos, varios lípidos y algunos aminoácidos para ser oxidados a 
CO, y H20, con la consecuente producción de NADH + H*, FADH; y ATP (figura 22-1). 
Las enzimas están en la matriz mitocondrial, excepto la succinato deshidrogenasa que 
está embebida en la membrana interna mitocondrial y que tiene un papel dual, ya que 
también forma parte de la cadena respiratoria o cadena de transporte de electrones. El 
ciclo emplea sustratos de cuatro a seis átomos de carbono (C), lo que le da versatilidad 
para metabolizar compuestos diferentes. 
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CH, COO” 
O=C-COO” | 
| HO — C—COO” 
© CH»-COO” | 
C Oxalacetato CH, — COO” H,O 
HO =CH==C00" “s, Citrato © | 
| S CH; COO” 
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Malato C — COO 
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H20 A ©) i 
CH—CO07 H 
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CH, COO ` | 
; s HC=COO” 
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i r ` HO— C —CO0- 
Succinato ¿ HS-COA 7 | 
GTP : ps H 
r Isocitrato 
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| 
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DE 6 CO, 
1 a-cetoglutarato ¿=c_c00” 
S-CoA ' 
Oxalosuccinato 


Succinil coenzima A 


Figura 22-1. Secuencia de reacciones en el ciclo de Krebs. 


El ciclo de Krebs se inicia con la unión del oxalacetato de cuatro átomos de C al 


residuo acetilo de la acetil-CoA (2 C), formando citrato de 6 C, durante el ciclo se 
recupera el oxalacetato a través de dos descarboxilaciones, lo que le permite al ciclo 


funcionar de manera continua siempre que sea alimentado por el acetil-CoA. 
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D 

© Un aspecto relevante es el número de átomos de hidrógeno que tienen los metabolitos iniciadores 
del ciclo; lo que permite reducir 3 NAD* y un FAD por las deshidrogenasas específicas que permiten 
regenerar el oxalacetato. En resumen, en cada vuelta del ciclo se consume 1 mol de acetikCoA, se 
producen 2 mol de CO, y 4 moles de coenzimas reducidas que transfieren sus hidrógenos al O, a 


través de la cadena respiratoria, lo que permite que casi la mitad de la energía liberada en estas 
reacciones se conserve en forma de ATP. 
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Descarboxilación del piruvato 


El acetil-CoA se obtiene por la descarboxilación oxidativa del piruvato por la acción del 
complejo multienzimático de la piruvato deshidrogenasa (PDH) formado por 64 
subunidades y constituido por al menos tres actividades enzimáticas independientes: 
piruvato deshidrogenasa, dihidrolipoil transacetilasa y dihidrolipoil deshidrogenasa; 
además, tiene cinco coenzimas: tiamina pirofosfato, ácido lipoico, coenzima A, FAD y 
NAD*”. 

La actividad de este complejo enzimático se regula por fosforilación y desfosforilación. 
Una proteína cinasa dependiente de ATP al fosforilar a la PDH la inactiva; mientras que 
una fosfatasa dependiente de calcio, al remover el fosfato, la activa. 


D 

2 La fosforilación de la PDH y su inactivación ocurre cuando la concentración de ATP es alta debido 
a que la demanda energética de la célula se ha cubierto, por lo que el aporte de acetil CoA para 
alimentar al ciclo de Krebs y de la cadena respiratoria, debe disminuir. Por el contrario, si la 
concentración de ATP se hace limitante, la enzima es desfosforilada, lo que permite que se formen más 
moléculas de acetil-CoA a partir del piruvato, lo cual alimenta el ciclo de Krebs incrementando el aporte 
de coenzimas reducidas para la cadena de transporte de electrones y promover la síntesis de ATP a 
través de la fosforilación oxidativa. 


La enzima dihidrolipoil transacetilasa conforma el centro del sistema; está compuesta 
por 24 subunidades y en cada una contiene tres moléculas de lipoato, además de 
coenzima A. La enzima dihidrolipoil deshidrogenasa está constituida por 12 subunidades 


y las coenzimas FAD y NAD”. El paso inicial en la secuencia de reacciones es la unión 
del piruvato a la coenzima pirofosfato de tiamina (figura 22-24), permitiendo la eliminación 
de CO,» y formando el intermediario a-hidroxietiltiamina pirofosfato. 

El grupo hidroxietilo reacciona con el disulfuro del ácido lipoico (figura 22-2B), que a su 
vez está unido al a-amino de un residuo de lisina de la proteína dihidrolipoil 
transacetilasa. El resultado de esta reacción es la reducción del puente disulfuro en un tiol 
y un enlace éster con el otro átomo de azufre del acetilo proveniente de la 
descarboxilación del piruvato. El paso siguiente es la transferencia del acetilo al grupo 
sulfhidrilo de la CoA, con lo que se forma acetil-CoA que se libera del complejo, y la 
reducción del azufre de la lipoamida. La regeneración del puente disulfuro del ácido 
lipoico se lleva a cabo mediante su oxidación por FAD unido a la dihidrolipoil 
deshidrogenasa (figura 22-2C); el FADH, resultante es oxidado por el NAD, con lo que se 


forma NADH + H", el cual a su vez transfiere el hidruro y el protón a la cadena 
respiratoria. 
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Figura 22-2A, B y C. Dexcarboxilación del piruvato. 


La acetil-CoA es un metabolito de encrucijada que puede provenir de la degradación de 
diferentes moléculas tales como la glucosa, los ácidos grasos e incluso varios aminoácidos 
(figura 22-3). Los principales destinos del acetil-CoA son: a) condensarse con el 
oxalacetato para formar citrato, b) unirse con otra molécula de acetil-CoA para iniciar la 
síntesis de ácidos grasos o de colesterol, y c) formar cuerpos cetónicos. En este capítulo 
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se estudia la acetil-CoA como alimentadora del ciclo de Krebs, cuyo primer paso es la 
síntesis de citrato. 
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Figura 22-3. Caminos metabólicos que convergen y divergen de la acetil coenzima A. 
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Síntesis de citrato 


La síntesis de este ácido tricarboxílico (reacción 1, figura 22-1) la cataliza la citrato sintasa. 
El equilibrio de la reacción está desplazado hacia la síntesis de citrato. El mecanismo 
catalítico sugiere que el CH del residuo acetilo de la acetil-CoA se une al grupo carbonilo 
del oxalacetato (figura 22-4); el citroil-CoA formado es un intermediario de vida media 
corta que libera citrato y CoA. 


HO CCOO” +HS-COA 
Charco 


Oxalacetato Acetil coenzima A Citrato 


Figura 22-4. Síntesis de citrato, condensación de oxalacetato y acetil CoA. 
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Síntesis de isocitrato 


El objetivo principal del ciclo de Krebs es obtener NAD” y FAD reducidos; sin embargo, 
la estructura química del citrato impide su oxidación, por lo que se transforma en 
isocitrato, un metabolito que resulta del cambio de posición del hidroxilo con la 


participación del intermediario cis-aconitato y que permitirá la reducción del NAD*. La 
enzima que transforma el citrato es la aconitasa (figura 22-1, reacciones 2 y 3) y está 
formada por dos subunidades, cada una de ellas con un átomo de hierro. La actividad de 
la enzima se inhibe por el trans-aconitato y el fluoroacetato; de hecho, este último se 
transforma en fluorocitrato, que es el verdadero inhibidor. La actividad de citrato sintasa 
da por resultado un equilibrio entre citrato, cis-aconitato e isocitrato. El primer paso es la 
remoción de una molécula de HO del citrato y la formación de un doble enlace, lo que 
causa la formación de cis-aconitato. El siguiente paso es la reincorporación de H,O, lo 
que resulta en la localización del grupo hidroxilo en una nueva posición formando al 
isocitrato, el cual puede ser deshidrogenado. 
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Síntesis de o-cetoglutarato 


La oxidación del isocitrato la realiza la isocitrato dehidrogenasa (reacciones 4 y 5, figura 
22-1), la cual tiene dos isoenzimas, una usa como coenzima al NAD* y la otra al NADP?. 
La isoenzima que depende de NAD* se localiza en las mitocondrias y requiere de Mn?*, 
el cual puede ser sustituido por Mg”, tiene cuatro sitios activos donde se fijan cuatro 


moléculas de NAD” y cuatro de isocitrato. La enzima se estimula por ADP y citrato y se 
inhibe por NADH. 


A, 

2 En las mitocondrias, la mayor parte del isocitrato se oxida por la enzima dependiente de NAD”. La 
primera fase de la reacción es la transformación del isocitrato en el intermediario oxalosuccinato más 
NADH. La segunda fase es la descarboxilación no oxidativa del oxalosuccinato, que da por resultado la 
formación del a-cetoglutarato. Este sustrato representa un sitio común en el metabolismo de los 
carbohidratos y los aminoácidos. Por ejemplo, la transaminación o desaminación oxidativa del glutamato 
causa la formación de a-cetoglutarato; a la inversa, el a-cetoglutarato en presencia del ion amonio, 
NH;y', puede a su vez ser transformado en glutamato. 


La isoenzima que usa NADP* como coenzima se localiza tanto en las mitocondrias 
como en el citoplasma y requiere de Mn?* para su actividad. 
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Síntesis de succinato 


El a-cetoglutarato se transforma en succinato (reacción 6, figura 22-1) mediante un 
mecanismo oxidativo similar a la descarboxilación del piruvato. La a-cetoglutarato 
deshidrogenasa es un complejo formado por las enzimas El, E2 y E3. Los cofactores son 


los mismos que para la piruvato deshidrogenasa: TPP, lipoato, FAD, NAD* y CoA. El 
proceso se inicia con la unión del a-cetoglutarato al pirofosfato de tiamina, lo que da 
como resultado su descarboxilación y el a-hidroxi-a-carboxipropiltiaminpirofosfato; el 
residuo de cuatro carbonos se transfiere a la enzima que contiene ácido lipoico, con lo 
que se forma el complejo succinil-lipoil-enzima. El succinilo se transfiere a la CoA y la 


dihidrolipoamida es oxidada por el NAD”. El succinil-CoA que se forma es un inhibidor 
competitivo de la enzima, la CoA es eliminada por la succinato tiocinasa y la energía que 
se libera se asocia a la síntesis de GTP. Esta reacción es un ejemplo de fosforilación a 
nivel del sustrato. En presencia de ADP y la enzima nucleósido difosfocinasa, el GTP 
dona su fosfato-gamma al ADP para sintetizar ATP, mientras que el succinato resultante 
se metaboliza a fumarato. 
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Síntesis de fumarato 


La oxidación del succinato a fumarato se realiza por la succinato deshidrogenasa 
(reacción 7, figura 22-1), una enzima de la membrana interna mitocondrial; contiene tres 
centros de reacción hierro-azufre y una molécula de FAD unida covalentemente. La 
oxidación del succinato resulta en la formación de fumarato y FADH,, el cual transfiere 
sus hidrógenos a la coenzima Q de la cadena de transporte de electrones. El malonato es 
un inhibidor natural de la succinato deshidrogenasa 
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Síntesis de malato 


La formación del malato (reacción 8, figura 22-1) se lleva a cabo por la hidratación del 
fumarato por la enzima fumarasa, que está constituida por cuatro subunidades idénticas. 
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Síntesis de oxalacetato 
La regeneración del oxalacetato a partir de malato (reacción 9, figura 22-1) se debe a la 


actividad de la malato deshidrogenasa, que tiene como coenzima al NAD”. Esta reacción, 
cuyo equilibrio está desplazado hacia el malato, cierra el ciclo. 
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Regulación del ciclo 
El ciclo de Krebs tiene varias enzimas alostéricas moduladas por la relación de las 


concentraciones intramitocondriales de ATP/ADP o AMP, NADH/NAD”,  succinil- 
CoA/COA o acetil-CoA/CoA. En este sentido, conviene recordar que las mitocondrias 
tienen concentraciones relativamente constantes de estos metabolitos. Supóngase que la 
concentración total de CoA es de 25 uM y que durante la descarboxilación del piruvato 
se sintetizan 20 uM de acetil-CoA, lo que le deja 5 uM de CoA libre. Esto quiere decir 
que la relación es de cuatro acetil-CoA a un CoA libre (20 uM de acetil-CoA/5 uM de 
CoA). Entonces, si las concentraciones del metabolito en el numerador son altas, la 
probabilidad de que se una a la enzima que regula el ciclo es alta y la velocidad 
disminuirá, ya que en estas condiciones la célula cuenta con un valor energético 
suficientemente elevado, es decir, el contenido de ATP o de equivalentes reducidos (o de 
ambos) es elevado. Por el contrario, si los valores del denominador son altos y por lo 
tanto la relación disminuye, la velocidad del ciclo aumenta para contribuir al aporte 
energético necesario (figura 22-5). La enzima piruvato deshidrogenasa, que proporciona el 
acetil-CoA para iniciar el ciclo de Krebs se inhibe de manera competitiva por ATP, 
NADH o acetil-CoA. Por ejemplo, durante la oxidación de los ácidos grasos, la 
concentración relativa de los metabolitos citados se encuentra elevada y la piruvato 
deshidrogenasa se inhibe. Además, como se mencionó, esta enzima se regula por las 


concentraciones de Ca?* libre en la matriz mitocondrial; el aumento de la concentración 
de calcio libre indica la disminución del contenido energético celular, por lo que las vías 
catabólicas se activan como respuesta a la necesidad energética. 
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Figura 22-5. Regulación del ciclo de Krebs. 


D 

© Aunque la enzima citrato sintasa se inhibe parcialmente por NADH o succinil-CoA, la velocidad de 
la reacción depende de manera directa de los niveles de oxalacetato. Si la relación malato/oxalacetato 
es alta, la enzima estará mhibida. Otro punto de regulación es la isocitrato deshidrogenasa, que se inhibe 
por ATP o NADH en tanto que se activa por ADP o AMP. El isocitrato es un efector positivo y su 
unión facilita la unión de los otros efectores a la enzima. En cuanto a la enzima a-cetoglutarato 
deshidrogenasa, ésta se estimula por el AMP y la fijación de este metabolito a la enzima disminuye la 
Ky en un factor de 10, mientras que el NADH y la succini-CoA son sus inhibidores. La succinato 
deshidrogenasa se inhibe eficientemente por el oxalacetato, pero el ADP protege de esta inhibición. 
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Obtención de energía en el ciclo de Krebs 


El catabolismo tiene la función de generar energía, la cual se concibe como la producción 
de poder reductor en forma de NAD(P)H + H" o bien como ATP. En este contexto 


también se debe considerar la producción de NADPH + H”. En el ciclo de Krebs existen 
tres reacciones en los que la deshidrogenación de sustratos está acoplada a la formación 


de NADH + H” (cuadro 22-1): de isocitrato a a-cetoglutarato, de a-cetoglutarato a succinil- 
CoA y de malato a oxalacetato. La oxidación de 1 mol de NADH por la cadena 
respiratoria permite la síntesis de 2.5 moles de ATP en la fosforilación oxidativa. Se 
obtiene 1 mol más de ATP mediante la fosforilación a nivel del sustrato en la 
transformación de succinil-CoA a succinato. La oxidación de succinato a fumarato por la 
succinato deshidrogenasa, dependiente de FAD, origina la energía necesaria para 
sintetizar 1.5 moles de ATP en la fosforilación oxidativa. En resumen, el consumo de una 
molécula de acetil-CoA por el ciclo de Krebs tiene un rendimiento energético de 10 
moléculas de ATP. Si se considera desde el piruvato, entonces el rendimiento aumenta a 
12.5, ya que la oxidación de este metabolito, hasta acetil- CoA, produce 1 mol de NADH 


+ H*, cuya oxidación por la cadena respiratoria y la fosforilación oxidativa genera 2.5 
moles de ATP. 


Cuadro 22-1. Segmentos del ciclo de Krebs en los cuales se obtiene energía 


isocitrato —> a-cetoglutarato NADH 

o-cetoglutarato —> succinil CoA NADH 25 

malato — oxalacetato NADH 25 

succinato — fumarato FADH> 1.5 

Fosforilación a nivel de sustrato ATP — ADP 1 

Subtotal 10 

piruvato —> acetil CoA NADH 25 

Total 12.5 
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Sitios de incorporación de los aminoácidos al ciclo de 
Krebs 


È La entrada al ciclo de Krebs de los 20 aminoácidos que forman las proteinas se distribuye de la 
manera siguiente (figura 22-6): Diez de ellos son convertidos en acetil-CoA a través de piruvato o de 
acetoacetil-CoA; 5 son transformados en a-cetoglutarato, y 3 en succinil-CoA; los dos restantes, 
fenilalanina y tirosina, son oxidados por dos vías: una parte de su residuo hidrocarbonado se transforma 
en acetil-CoA y la otra en fumarato. Esto se interpreta como la capacidad que tiene el organismo para 
enfrentar necesidades energéticas cuando el suministro a partir de carbohidratos o lípidos como los 


ácidos grasos no está disponible. 


Alanina 
Cistenía 


Glicina Acetil-CoA 
Serina 
Treonina 


Aspartato ———> Oxalacetato 


b 
Asparagina f 
Tirosina Fumarato 
Fenilalanina Glutamato 
Arginina 


a-cetoglutarato ——  Histidina 
Glutamina 
Prolina 


Isoluecina Succinil-CoA 


Metionina 
Valina 


Figura 22-6. Incorporación de aminoácidos al ciclo de Krebs. 
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Anaplerosis 


Como se ha descrito, el ciclo del ácido cítrico o de Krebs es la principal vía para obtener 
equivalentes reductores que sirven para la síntesis de ATP. Sin embargo, este ciclo 
también proporciona esqueletos de carbono para la construcción de otras biomoléculas 
que requiere la célula. Por ejemplo, la succinil-CoA se utiliza como estructura básica en 
la síntesis de porfirinas que se requieren en la síntesis del grupo hemo de la hemoglobina. 
Asimismo, algunos aminoácidos derivan del oxalacetato o del a-cetoglutarato. 


6 ` 

© Al proporcionar el ciclo de Krebs moléculas precursoras de metabolitos para otras vías, debe 
existir un mecanismo anaplerótico (del griego anaplerosis, rellenar, restaurar) que restituya los 
metabolitos donados por el propio ciclo, ya que de otra manera se podría correr el riesgo de muerte 
celular al no contar con la producción de NADH + H” para la síntesis de ATP. Por ejemplo, si se toma 
en cuenta que se necesita el oxalacetato para iniciar el ciclo de Krebs al unirse al acetil-CoA, pero el 
oxalacetato no estuviese disponible o su concentración no fuera suficiente por haber sido utilizado para 
la síntesis de aspartato, entonces la velocidad del ciclo sería muy baja e incluso existiría la posibilidad de 
que el ciclo se detuviera si no se formara nuevo oxalacetato por otro mecanismo, distinto al de la 
oxidación del malato. Esto se cumple mediante la carboxilación del piruvato por la enzima piruvato 
carboxilasa. 


Piruvato + CO) + ATP + H20 > oxalacetato + ADP + Pi + 2H* 


Como las principales enzimas que fijan CO», la piruvato carboxilasa tiene como 
coenzima la biotina. La fijación de CO, se lleva a cabo de la siguiente manera: 


Biotina-enzima + ATP + HCO}; + CO >-biotina-enzima 
+ ADP + Pi 


CO >-Biotina-enzima + piruvato + biotina-enzima 


+ oxalacetato 
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Importancia intrínseca del ciclo de Krebs 


El estudio del ciclo de Krebs aporta gran conocimiento; las enzimas celulares no adoptan 
una posición al azar, sino que están orientadas de tal manera que actuar como una 
unidad. El ensamblaje de una serie de enzimas, como las del ciclo de Krebs, que operan 
secuencialmente sobre los diferentes sustratos, aumenta la eficiencia del proceso total. Se 
entiende que si la libre difusión es la responsable de que un intermediario metabólico sea 
transferido de un sitio activo al siguiente, entonces deber ser ventajoso colocar los dos 
sitios lo más cerca posible. Sin embargo, esta fina organización hace también más 
susceptible a la célula, ya que al inhibirse una enzima se detiene toda la vía metabólica. 
Con el estudio del ciclo de Krebs puede entenderse mejor la importancia que tiene en el 
aporte energético para los procesos celulares. Es incuestionable que, por mucho, el 
rendimiento en energía disponible por esta vía metabólica es mayor que el obtenido en la 
elucólisis (de glucosa a piruvato), dado que la producción de NADH + H* y FADH; son 
los sustratos que alimentan a la cadena respiratoria que tienen como aceptor final al 
oxígeno que recibe los electrones donados por estas coenzimas, lo que permite formar el 
potencial electroquímico necesario para la síntesis de ATP. Con esta información es 
entonces posible explicar la insuficiencia contráctil producida durante la anoxia 
subsecuente al infarto agudo de miocardio, o la muerte cerebral seguida de la trombosis 
en una arteria subaracnoidea. 
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El ciclo de Krebs en otras funciones 


Si bien la principal función de las mitocondrias es la generación de equivalentes 
reductores y su empleo en la síntesis de ATP, hay otras actividades en que el ciclo de 
Krebs participa. Por ejemplo, los tejidos esteroidogénicos como las glándulas 
suprarrenales, gónadas, placenta y cerebro tienen el cometido de sintetizar hormonas 
esteroides para mantener la homeostasis corporal. Las hormonas esteroides, como son 
los andrógenos, estrógenos, progestágenos y glucocorticoides, inician su síntesis con el 
transporte del colesterol del citoplasma a la mitocondria, el cual es transformado en 
pregnenolona, molécula precursora del resto de las hormonas esteroides. En estos tejidos, 


la producción de NADPH + H” adquiere relevancia, ya que son la fuente de energía de la 
cadena de transporte de electrones asociada al citocromo P450scc el cual corta la cadena 
lateral del colesterol (figura 22-7); se sabe que el NADPH que se requiere proviene de 
sustratos compartidos en el ciclo de Krebs, lo que con toda seguridad hace de la 
obtención de energía un control más fino. 


D 
© Por último, el ciclo de Krebs se ha asociado a varios procesos celulares y alteraciones metabólicas 
que llevan a la enfermedad, como es el caso de la formación de tumores, por lo que los estudiantes de 


medicina deberán mantener actualizado sus conocimientos y poder así comprender los aspectos 
moleculares de las enfermedades y su tratamiento. 
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Figura 22-7. Rotura de la cadena lateral de colesterol por el citocromo P-450scc. 
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o Preguntas de reforzamiento 


1 Enzima considerada como el paso limitante del ciclo de Krebs. 


a) Fumarato hidratasa. 

b) Citrato sintetasa. 

C) Succinil CoA sintetasa. 
d) Aconitasa. 

e) Malato deshidrogenasa. 


2 Enzima del ciclo de Krebs que contiene un FAD como coenzima. 


a) Citrato sintetasa. 

b) Succinato deshidrogenasa. 

C) o-cetoglutarato deshidrogenasa. 
d) Malato deshidrogenasa. 

e) Isocitrato deshidrogenasa. 


3 Enzima que se está anclada a la membrana interna mitocondrial. 


A) Citrato sintetasa. 

b) Succinato deshidrogenasa. 

C) o-cetoglutarato deshidrogenasa. 
d) Malato deshidrogenasa. 

e) Isocitrato deshidrogenasa. 


4 ¿Cuántas moléculas de ATP se forman a partir de los productos que se generan de una molécula de acetil CoA que entra al ciclo 
de Krebs y luego a la cadena de transporte de electrones? 


a) 14 
b) 12 
c) 16 
d)8 

e) 10 


5 ¿Cuántas moléculas de CO) se producen en el ciclo de Krebs a partir de la degradación de dos moléculas de acetil CoA? 


a)1 
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b) 2 
0)3 
d)4 
e)6 


Respuestas: 1. b, 2. b, 3. b, 4. e, 5. d. 
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e Potencial redox 

e Relación entre el potencial redox y los cambios de energía libre 
e Cadena respiratoria 

e Ciclo de la coenzima Q 


e Supercomplejos respiratorios 
e Enzima ATP sintasa 


e Fosforilación oxidativa 

e Hipótesis quimiosmótica 

e Desacoplamiento de la fosforilación oxidativa 

e Proteína desacop lante 

e Transporte de metabolitos en las mitocondrias 

e Transporte de cationes en las mitocondrias 

e Antibióticos ionóforos 

e Síntesis de creatina fosfato 

e Procesos metabóllcos mitocondriales alternos a la fosforilación oxidativa 
e Genoma mitocondrial 

e Relevancia del estudio de la bioenergética en medicina 
e Estrés oxidante 

e Transición de la permeabilidad optosis 


e re clave 


1 El agente reductor dona electrones, el agente oxidante acepta electrones. 


2 El valor positivo del AE predice un valor negativo del AG, lo que indica que la transferencia de electrones ocurre de manera 
espontánea. 


3 Los complejos I, II y IV bombean protones al interior de la cresta mitocondrial, generando el gradiente electroquímico de 
protones necesario para la síntesis de ATP. 


4 Los complejos respiratorios I, III y IV se asocian en supercomplejos llamados respirasomas. 
5 El dímero de la F1Fp-ATP sintasa participa en el plegamiento de las crestas mitocondriales. 


6 La F¡Fp-ATP sintasa es un nanomotor que emplea el gradiente electroquímico para sintetizar ATP a partir de ADP y fosfato. 
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7 El control respiratorio refleja la armonía entre el funcionamiento de la cadena de transporte de electrones y la síntesis de ATP. 


8 La Teoría Quimiosmótica explica cómo se traduce la energía almacenada en el gradiente electroquímico de protones en energía 
química en forma de ATP. 


9 Los desacoplantes son ácidos débiles liposolubles que disipan el gradiente electroquímico de protones, estimulando la 
respiración pero no hay síntesis de ATP. 


10 La translocasa de adenín nucleótidos transporta el ADP necesario para la síntesis mitocondrial de ATP. 
11 El acarreador de fosfatos transporta el fosfato necesario para la síntesis mitocondrial de ATP. 

12 La actividad de los diferentes transportadores permite el correcto funcionamiento de la mitocondria. 
13 Los ionóforos permiten el flujo iónico a favor de su gradiente electroquímico. 

14 La creatina fosfato sirve para sintetizar ATP a partir de la fosforilación a nivel de sustrato del ADP. 
15 Mutaciones del DNAmit afectan la producción mitocondrial de ATP. 


16 La mitocondria desempeña un papel importante en la muerte celular programada. 


Cuando se escucha la palabra energía, pueden suceder dos cosas: tal vez se piense en 
algo intangible, dificil de definir, o tal vez en algo muy tangible como el petróleo o los 
alimentos. Si se piensa en los alimentos, puede ser que la siguiente pregunta sea: “¿Por 
qué éstos tienen energía?” La respuesta es que para formar las moléculas que los 
constituyen se requirió de energía. Por ejemplo, para establecer una unión C-C se 
requieren unas 80 kcal/mol, pero “¿Cómo y de dónde se obtuvo la energía para formar 
esa unión?” La respuesta es: a través de la fotosíntesis, proceso que utiliza la energía 
radiante del Sol. De lo expuesto se deduce que los alimentos proporcionan energía debido 
a que durante su metabolismo se rompen uniones, por ejemplo, la unión C-C antes citada 
y se liberan las 80 kcal/ mol que se gastaron para formarla. Ahora surge otra pregunta: 
“¿Cómo aprovechar la energía que se libera de los alimentos para usarla en las 
actividades celulares?” La respuesta es: de preferencia en forma de ATP; y entonces, 
“¿Cómo se forma el ATP?” En este capítulo se dará la respuesta, basta aquí señalar que 
en dicha formación interviene la degradación de los alimentos a través de las rutas 
metabólicas presentes en las células. De este modo, se sabe que 90% de las necesidades 
energéticas de las células animales y vegetales en la oscuridad, así como de diversos 
microorganismos eucariotes y procarióticos, se cubren mediante la oxidación de 
sustratos, cuyos electrones se transfieren a través de un sistema multiproteico membranal 
formado por enzimas, incluidas las que llevan a cabo procesos de óxido-reducción y que 
por lo general tienen como aceptor final el oxígeno molecular. El 10% restante lo aporta 
la glucólisis anaeróbica (capítulo 17). 

En este capítulo también se revisan, de manera breve, los sistemas de transporte a 
través de la membrana mitocondrial de los principales aniones y cationes que la 
atraviesan, así como de los sustratos o metabolitos que de alguna manera participan en 
los procesos de oxidación y reducción. Dichos sistemas son indispensables para el 
adecuado funcionamiento mitocondrial responsable de la síntesis de ATP. 
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Potencial redox 


La oxidación se define como la pérdida de electrones, en tanto que la reducción es la 
ganancia de electrones. Adicionalmente, la ganancia o pérdida de electrones puede 


acompañarse de la ganancia o pérdida de protones (H^). Por ejemplo: 


l. Pérdida o ganancia de un electrón: 


OX 
AS 
Fe?* 22 Fe?* + 1e- 
red 
lon ferroso lon férrico 
2. Pérdida o ganancia de hidrógenos: 
CH3 CH3 
| OX | 
A A e 
a reee C =0+2H 
| | 
coo- rea coo- 
Lactato Piruvato 
(Reducido) (Oxidado) 


Siempre que se pierden hidrógenos o electrones debe disponerse de un aceptor; esto 
significa que si un sustrato se oxida, otro debe reducirse; por lo tanto, en una reacción 
acoplada de óxido-reducción el agente reductor terminará oxidado, mientras que el agente 
oxidante terminará reducido. Dos metabolitos que reaccionen entre sí, forman un sistema 
de óxido-reducción llamado sistema redox. Se desprende entonces que hay reacciones 
químicas reversibles acopladas que permiten la transferencia de hidrógenos o electrones, 
constituyendo así los sistemas redox que se encuentran en las células; por ejemplo, las 
coenzimas FAD o NAD(P)* de las deshidrogenasas, o el grupo hemo que contienen los 
citocromos. Considerando que en un sistema redox existe transferencia de electrones, 
una solución que contenga tal sistema constituye la mitad de una pila galvánica y puede 
afectar el potencial eléctrico de un electrodo que entre en contacto con la solución (figura 
23-1). 
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Electrodo 


Fe?+ Fe?+ 


Figura 23-1. Corrimiento de electrones a través de un electrodo debido al sistema. 


El oxidante tenderá a separar electrones del electrodo, mientras que la tendencia del 
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reductor será cederle electrones al electrodo. Como resultado, el electrodo adquirirá un 
potencial eléctrico que dependerá del sistema redox. Para determinar la tendencia del 
oxidante a separar electrones del electrodo, se establece un circuito eléctrico completo 
mediante una unión adecuada entre la solución que contiene el sistema redox y otra 
solución provista de su propio electrodo, el cual debe tener un potencial conocido; si 
entre las dos soluciones se intercala un voltímetro, puede estimarse la diferencia de 
potencial entre ambos sistemas (figura 23-2). 
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1 M Oxidante H+ 1M 
1 M Reductor Ho a1 


Atmósfera 


Figura 23-2. Dos medias celdas para medir el potencial redox. 


Para calcular el potencial redox (E°) de una solución se utiliza la siguiente ecuación: 
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ESES ELA [oxidante] 
E nF 9 reductor] 


en donde E es una constante característica de cada sistema redox y por lo tanto su valor 
puede ser variable; R es la constante universal de los gases (1.99 cal K! mor’; T la 
temperatura absoluta; n el número de electrones que son transferidos y F es la constante 
de Faraday (96 485 coulombs/mol). 

Conocer el potencial redox sirve para establecer la capacidad de un compuesto de 
aceptar o ceder electrones. Aquellos compuestos que tengan un potencial redox muy 
negativo (o menos positivo), tenderán a ceder electrones a aquellos compuestos que 
tengan valores menos negativos (o más positivos). 
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Relación entre el potencial redox y los cambios de 
energía libre 


Si se conocen los valores del potencial redox en condiciones estándares (E°) de los 
sistemas involucrados, es posible calcular el cambio de energía libre cuando un sistema 
reacciona con otro sistema si se utiliza la siguiente ecuación: 


AG* = -nF AE? 


en donde AG? es el cambio de energía libre en condiciones estándares, esto es, cuando 
los componentes del sistema se encuentran en un medio de reacción a una concentración 
de 1 M, pH 7.0 y 25 °C; n es el número de electrones transferidos; F es igual a 23 062 
calorías mol? V”!, el equivalente calórico de la constante de Faraday y AE? la diferencia 
de potencial redox entre los componentes del sistema. Por ejemplo, si se considera la 
transferencia de electrones y H* desde el NADH al O», el potencial redox del NADH es 
-0.32 volts (V) y el del oxígeno de +0.820 V, puede deducirse que los dos electrones 
serán transferidos, mediante intermediarios, del NADH (por tener un potencial negativo) 
al O) (por tener un potencial positivo). Además, aplicando la ecuación anterior podemos 
calcular el AG? de la manera siguiente: 


AG” = -2 X 23 062 x 1.14 


Por lo tanto: 


AG” = -52.6 kcal/mol 


Si se toma en cuenta que el AG? para la síntesis de ATP es de 7.3 kcal/mol, y que en la 
mitocondria el paso de los dos electrones del NADH al O, las condiciones para la síntesis 
de 2.5 moléculas de ATP, se puede calcular que se almacenan (7.3) (2.5) = 18.25 
kcal/mol de las 52.6 que se liberan. Por lo tanto, el rendimiento de la cadena respiratoria 
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es de 34.8%. Este rendimiento es mejor, con mucho, al de la más eficiente máquina 
construida con la tecnología más avanzada. Se debe puntualizar que la cadena 
respiratoria se encuentra en la membrana interna mitocondrial. La permeabilidad a través 


de esta membrana es altamente selectiva; incluso partículas subatómicas como los H” no 
pueden cruzarla sino es por medio de un canal específico. 

El espacio intermembranal contiene como enzimas características la carnitina acil- 
transferasa y la adenilato-cinasa. En la matriz mitocondrial se localizan principalmente las 
enzimas del ciclo de Krebs, a excepción de la succinato deshidrogenasa, que se localiza 
en la membrana interna. En la matriz se encuentran también las enzimas de la f- 
oxidación de los ácidos grasos y, dependiendo del tejido, algunas enzimas del ciclo de la 
urea y de la biosíntesis del grupo hemo (figura 23-3). 


Matriz 


Membrana interna 


Membrana externa 


Espacio intermembranal 


A Digitonina, centrifugar a 10 mil x g 


Membrana externa Membrana externa 
+ + 
Espacio intermembranal Espacio intermembranal 
prop Lubrol centrifugar 
a 144 mil x g a 144 mil x g 


Membrana externa 4% Espacio intermembranal 7% Membrana interna 21% Matriz 68% 
monoaminooxidasa, adenil cinasa nucleódifosfocinasa cadena de transporte de enzimas del ciclo 
nucleósido difosfocinasa electrones, ATP sintasa, de Krebs DNA, RNA 


acarreadores de metabolitos 
Figura 23-3. Fraccionamiento de las mitocondrias. 


El número de mitocondrias contenido en cada célula es muy variable. Por ejemplo, en 
la amiba gigante Chaos chaos se ha calculado un promedio de 500 mil mitocondrias; una 
célula hepática contiene alrededor de mil mitocondrias, en tanto que un miocito cardiaco 
tiene menos; esto se compensa con la extensión de la superficie de la membrana interna. 
Se calcula que la membrana interna de las mitocondrias aisladas de un gramo de tejido 


miocárdico tiene una superficie de 50 m?. Esto es importante, ya que la membrana 
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interna contiene la maquinaria necesaria para la síntesis del ATP y, sin lugar a dudas, el 
corazón requiere un elevado aporte energético. Debe hacerse notar que, según cálculos 
hechos tomando en cuenta una ingesta calórica normal, la velocidad de síntesis de ATP y 
el porcentaje que representan las mitocondrias en los tejidos, un adulto de 70 kg puede 
llegar a sintetizar y degradar el equivalente a tres veces su propio peso en forma de 
moléculas de ATP cada 24 h, es decir, 3 g de ATP/segundo. 


815. 
booksmedicos.org 


Cadena respiratoria 


La función de la cadena respiratoria o de transporte de electrones es aceptar el poder 
reductor proveniente de los alimentos, generar el gradiente electroquímico de protones 
(Aup) y reducir al oxígeno molecular en agua. Los aspectos importantes de esta cadena 
que deben estudiarse son: a) su naturaleza química; b) la secuencia de sus componentes, 
y c) los sitios de entrada de los equivalentes reductores. 

La estructura química de los grupos prostéticos y cofactores que participan en el flujo 
de hidruros, electrones e hidrógenos se relaciona con los derivados de la nicotinamida 


como el NAD* y el NADP*; las flavinas como el FAD y FMN; las quinonas como la 
coenzima Q y el grupo hemo como el que contienen los citocromos. 

Los distintos constituyentes de la ruta del flujo de los electrones se distribuyen en los 
complejos respiratorios (cuadro 23-1). La ruta de los electrones se estableció cuantificando 
los potenciales redox mediante inhibidores específicos. Una representación esquemática 
de la cadena respiratoria, considerando los valores de E”, se ilustra en la figura 23-4. 


Cuadro 23-1. Concentración de los constituyentes de la cadena respiratoria presentes en 
mitocondrias de corazón de res 


Citocromo a 0.80 
Citocromo a3 1.13 
Citocromo b 0.60 
Citocromo c + c1 0.65 
FMN 0.08 
FAD 0.26 
Coenzima Q 3.8 
Hierro 8.85 x 103 
Cobre 1.43 x 10% 
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NADH Oxalacetato 


Fumarato 
-0.03V -0.32V -0.17V 
UN SS NAD* Malato 
-12.4 kcal/mol 
-0. (w à FADH, nee 
Dihidroubiquinona 0.10V Ubiquinona 
> -4.1 kcal/mol 
Citocromo b+*+ 0.07V Citocromo b+t* 
-10.1 kcal/mol 
Citocromo c++ 0.22V Citocromo c+++ 
-1,4 kcal/mol 
Citocromo a+*** 0.29V Citocromo a++ 
Citocromo az?** 0.52V Citocromo ag*** -24 kcal/mol 
0.83V 
1/2 O; H,O 


Figura 23-4. Representación esquemática de la organización secuencial de la cadena de transporte de electrones. 
Se indican los valores aproximados de potenciales redox en V (E°) y los valores de AG (kcal/mol) para las 
reacciones correspondientes. 


En general, en los mamíferos, los electrones tienen dos puntos de ingreso a la cadena 
de transporte de electrones (CTE), desde el NADH al complejo I (NADH:ubiquinona 
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oxidorreductasa) y del succinato al complejo II (succinato: ubiquinona oxidoreductasa o 
succinato deshidrogenasa); a continuación los electrones llegan a la ubiquinona o 
coenzima Q (Q), reduciéndola a ubiquinol (UQH»). Del UQH,, los electrones pasan a 
través del complejo III (ubiquinol: citocromo c oxidorreductasa) al acarreador periférico 
de electrones, el citocromo c, el cual reduce al complejo IV (citocromo c oxidasa), 
cediendo los electrones al aceptor final, el oxígeno molecular. Los complejos I, I y IV 
son, además de centros redox, bombas de protones, los cuales generan el Aug’ que usa 
el complejo V (F¡Fp¿-ATP sintasa) para la síntesis de ATP (figura 23-5). 


NADH: ubiquinona Succinato: ubiquinona Ubiquinol: citocromo c Citocromo c F,F¿-ATP 
óxido-reductasa óxido-reductasa óxido-reductasa oxidasa sintasa 
Complejo | Complejo II Complejo III Complejo IV Complejo V 


NAD* 


Succinato ; 
55 Fumarato ATP si 


B i 
NADH + H' ADP + PI E - 
(e) Bey 


ECU 5” TA ë ECUCECUCAOCCEALCECAAAAA 


Espacio i 
intermembranal H’ H Citc H 


Figura 23-5. Complejos mitocondriales que constituyen la cadena respiratoria y fosforilación oxidativa. 


Los inhibidores de la transferencia de electrones en el complejo I son la rotenona (k0.5 
= 0.033 nmol/mg de proteína) y el amital (kọ.5 = 3.2 x 104 M), y es estimulada por el 
Kt 

Durante el flujo de los dos electrones del NADH, este complejo obtiene la energía 


necesaria para el bombeo de 4 H* al espacio intermembranal. El sitio de oxidación del 
NADH se encuentra en la porción soluble del complejo que está orientada hacia la 


matriz. Debido a que la membrana interna es impermeable al NAD*/NADH, el complejo 
I debe oxidar los equivalentes reductores que provienen de las deshidrogenaciones de los 
sustratos del ciclo de Krebs y de la PB-oxidación de los ácidos grasos, ambas localizadas 
en la matriz mitocondrial. En términos estructurales, el complejo I contiene FMN, Fe no 
hémico y azufre ácido-lábil; la estequiometria varía de 1:2:2, a 1:18:28, dependiendo del 
tipo de mitocondrias. Estos grupos se encuentran situados en un macropolímero de 42 
cadenas polipeptídicas. 

La enzima succinato deshidrogenasa, que forma casi la totalidad del complejo Il, es un 
tetrámero de 140 kDa; su grupo prostético es el FAD y además tiene dos centros fierro- 
azufre. Esta enzima forma parte del ciclo de Krebs, donde oxida al succinato en 
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fumarato. El sitio activo de la succinato deshidrogenasa se encuentra situado en la cara 
interna de la membrana interna. Por lo tanto, en las mitocondrias íntegras, el succinato 
debe generarse en la matriz, o bien transportarse hacia ese espacio para su oxidación. La 


enzima succinato deshidrogenasa es inhibida por el oxaloacetato (ky 5 de 1.5 x 10% M) y 


por el malonato (ky 5 = 2.8 x 107 M). Tanto el complejo I como el II tienen al ubiquinol 
como producto final. 

El complejo II se encuentra situado en un punto crucial en la cadena respiratoria, ya 
que recibe electrones del ubiquinol y los cede al citocromo c; durante el flujo de los dos 


electrones se obtiene suficiente energía para el bombeo de 4 H" hacia el espacio 
intramitocondrial. La unidad funcional de este complejo es un homodímero; el 
monómero tiene peso molecular de 240 kDa, y está formado por 10 subunidades, 
además de tres centros de óxido-reducción constituidos por un complejo 2 Fe-S y los 
grupos hemo b562, bs66 y c1. La corriente electrónica en este complejo se inhibe por el 
antibiótico antimicina (ky 5 = 5 x 10°% M). 

El citocromo c es una proteína pequeña de 13 kDa, que se encuentra situada hacia el 
lado citosólico de la membrana interna; es reducido por el complejo III y transporta los 
electrones al complejo IV. Este citocromo se reduce de forma artificial por ascorbato y 
tetrametil-parafenilen-diamina (TMPD). Se libera de la membrana utilizando soluciones 
con concentraciones altas de sales como el KCI. 
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Ciclo de la coenzima Q 
La figura 23-6 muestra el ciclo de la ubiquinona. La Q se reduce por los complejos I y Il a 
UQH, y se oxida por el complejo III. Durante su reducción, en el complejo I se realiza el 
bombeo de 4 H* al espacio intermembranal. En el complejo III se verifica lo que se 
conoce como el ciclo Q, donde ocurre la oxidación de dos moléculas de UQH) y la 
reducción de una Q, con la formación de una semiquinona (HQ+) como intermediario; 
durante el ciclo Q, el complejo I convierte la energía libre disponible de la reacción de 


transferencia de electrones en el bombeo de 4 H” al espacio intermembranal. Como se 
mencionó, la membrana interna es impermeable el paso de H”, lo cual permite que se 
establezca el Aug. El electrón transferido de la UQH, al citocromo cı del complejo HI 
es cedido al citocromo c, el cual es el agente reductor del complejo IV. 


G 
Exterior 4 FeS | Interior 
Cy 
te 
H+ po «— QH, QH, H+ 
H* HQ" Er bss > bs: > Q H* 
Q —_—_—_—_— Q 


Membrana interna 


Figura 23-6. Ciclo redox de la coenzima Q. 


La reacción del ciclo Q puede expresarse de manera resumida con la siguiente 
ecuación: 


QH2 kE H*int +2 Cox > Q+4 H*ext +2 Cred 


en la cual Cox y Creg se refieren al Citocromo c oxidado y reducido; Hip y H”ext a los 
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protones dentro y fuera, respectivamente. 

El complejo IV comprende los citocromos a y a3, que forman la oxidasa terminal; está 
formado de 6 a 13 subunidades y, además de los grupos hemo, contiene tres átomos de 
cobre iónico (2 Cua y 1 Cup) que son necesarios para la función redox de la enzima. El 
complejo IV oxida el citocromo c y reduce al oxígeno, además de bombear 2 H* al 
espacio intermembranal por cada dos electrones, contribuyendo así a la formación del 
Au". Citocromo oxidasa da por cianuro, azida de sodio o monóxido de carbono. La 
figura 23-7 resume la participación de los cuatro complejos estudiados. 
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NADH-ubiquinona 
óxido-reductasa 


Complejo ll 
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Complejo III 
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Malonato azida H 
Succinato | $ 


NAD* 


Fumarato 


ATR, CAT, BK 
Rolenona Antimicina A 


Inhibidores del paso de electrones Inhibidores de transporte 


NADH deshidrogenasa Rotenona, amital Adenin nucióotido tanslocasa ATR, CAT, BK 
Citocromo b. c, Canal de H” dela, 
Succinato deshidrogenasa 


Citocromo oxidasa CO. CN. azida Inhibidores de la sintesis de ATP y estimulo del 
consumo de oxigeno 
Inhibidores de la sintesis de ATP 5 Sitio de acción ] 


aa one. cC0P 
Membrana intema valinomicina, 


Figura 23-7. A) Como se señala, los hidrógenos son cedidos por los metabolitos a las enzimas deshidrogenasas 
que contienen NAD” o FAD, los cuales se convierten en NADH + H” y FADH», respectivamente. El NADH + 


H” es a su vez oxidado por el complejo I (la NADH deshidrogenasa), en tanto que el FADH} de la succinato 
deshidrogenasa transfiere sus hidrógenos a la coenzima Q. Esta coenzima transfiere sus electrones al cit b, 
reduciéndolo. Los citocromos c], c y aa3 se reducen y oxidan sucesivamente, y al final los electrones reducen el 
oxígeno. B) Se muestra el sitio en donde actúan los inhibidores que afectan la cadena de transporte de electrones 
y proteínas relacionadas con la síntesis de ATP. C) Se muestran los inhibidores y el segmento que bloquean en el 
sistema fosforilante mitocondrial. 
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Supercomplejos respiratorios 


Una de las principales funciones de la mitocondria es la conversión de la energía liberada 
por los procesos metabólicos en la matriz mitocondrial en la energía celular almacenada 
en forma del ATP. Los complejos de la cadena de transporte de electrones generan un 
Aug a través de la membrana interna mitocondrial. Los complejos respiratorios son 
proteínas de membrana y se encuentran en la membrana interna mitocondrial, la cual es 
una gran área de superficie que se pliega en estructuras llamadas crestas que pueden 
presentar desde una estructura tubular de 30 a 40 nm de diámetro hasta una forma 
lamelar plana. Los complejos respiratorios se encuentran en las crestas de la membrana 
interna mitocondrial. De manera tradicional, la interacción entre los diferentes complejos 
se explica, mediante el llamado modelo del “mosaico fluido”, el cual considera a los 
complejos entidades que flotan libremente en la membrana, y que la transferencia de los 
electrones ocurre gracias a la difusión azarosa de los acarreadores móviles de electrones 
(ubiquinol y citocromo c). Ésta es la versión que se recupera mayoritariamente en los 
libros de texto, hasta ahora. 

La contraparte al modelo del estado fluido es el llamado modelo del “estado sólido”, el 
cual fue propuesto hace más de 50 años, y en el que se sugiere que los complejos 
presentan interacción entre ellos, permitiendo que los sustratos se canalicen de una 
enzima a la siguiente dentro de la vía. En la actualidad se tienen muchas evidencias que 
apoyan el modelo del estado sólido. Los protocolos para purificar los diferentes 
complejos han arrojado evidencias de co-purificación de los complejos; sin embargo, 
esas observaciones fueron consideradas artificios y no una asociación entre los 
complejos. Como consecuencia, la idea de una interacción entre las proteínas de la 
cadena respiratoria fue dejada de lado por la comunidad científica durante muchos años. 
Sm embargo, en el último decenio diferentes grupos de investigación han aportado 
evidencias que sugieren que los complejos respiratorios se ensamblan en supercomplejos, 
apoyando el modelo del estado sólido. Por ejemplo, en la levadura se ha demostrado, por 
medio de la inhibición con antimicina A, que el complejo II y el IV se comportan como 
una unidad funcional. Además, el análisis del control de flujo en las mitocondrias del 
corazón de bovino ha demostrado la asociación entre los complejos I y II, aunque no el 
IV, mientras que el complejo I es del todo independiente. Los supercomplejos pueden 
ser aislados de la membrana si se solubilizan con un detergente suave como la digitonina. 

Los primeros supercomplejos caracterizados de forma bioquímica fueron los de 
Saccharomyces cerevisiae, que consistían en un dimero del complejo II y una o dos 
copias del complejo IV, y los aislados de las mitocondrias de corazón de bovino, los 
cuales están formados por una copia del complejo I, un dímero del complejo II, y más 
de cuatro copias del complejo IV. Desde entonces, los supercomplejos de la cadena 
respiratoria han sido encontrados en la bacteria Paracoccus denitrificans, en las 
mitocondrias de hongos, en plantas superiores y en mamíferos. En esos estudios, la 
estequiometria para los diferentes supercomplejos es: un monómero del complejo I, una 
o dos copias del dimero del complejo III y varias copias del complejo IV. Hasta ahora, no 
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se ha identificado la asociación del complejo II en los supercomplejos. Aunque los 
estudios han aportado evidencias sobre la organización supramolecular de la cadena 
respiratoria, los supercomplejos pueden ser una interpretación equivocada de agregados 
inespecíficos producidos por la presencia del detergente. Sin embargo, con el uso de la 
microscopía electrónica se ha obtenido información estructural de estos supercomplejos. 


ENS Rotenona 
REN pz o amital 


= 
o 
o 


E 


CN 
c 
$ so so $ y 
5 3 
g 3 
y y s 2 
ue uo] 
2 £ 
NAD I Fp ICoQ Ib c a+a, A | - 
Equilibrio redox en aerobiosis E S Q | 


100% Red [] 100% Ox [] 


Figura 23-8. Estado redox en mitocondrias, en condiciones control y en presencia de inhibidores. 


La proyección 2D de la estructura de los supercomplejos de tres diferentes organismos 
(Saccharomyces cerevisiae, Arabidopsis thaliana y bovino) muestra una clara 
asociación de los complejos respiratorios. Se tiene ya el mapa 3D de los supercomplejos 
de bovino. 

En los mamíferos el supercomplejo compuesto por el complejo I y el complejo III 
(ıl) tiene una masa molecular de ~1 500 kDa. A partir de la reconstrucción de las 
imágenes 2D de microscopía electrónica de la tinción negativa del supercomplejo, se ha 
propuesto que el complejo II está asociado con el brazo membranal del complejo I. El 
supercomplejo constituido por el complejo I, el dimero del III y una copia del complejo 
TV (1,¡ILIV¡), con masa molecular de ~1 700 kDa, presenta mayor estabilidad que los 
demás supercomplejos, además de ser el más abundante. Su estructura ha sido 
determinada a partir de su tinción negativa, con resolución de -36 Á, lo que ha permitido 
determinar la orientación y ubicación de los complejos individuales. Tanto el complejo IM 
como el IV están asociados al brazo membranal del complejo I, y además están en 
contacto entre sí (figura 23-9). 
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Figura 23-9. Modelo hipotético de la estructura del supercomplejo I¡I1IL>IV]. La estructura de rayos X del 
dímero del complejo II de bovino, el monómero del complejo IV y el citocromo c son filtrados a 20 Å. El 
complejo III se muestra al centro y el complejo IV a la izquierda. El citocromo c, unido al complejo III, se 
muestra en la parte inferior en el espacio intermembranal. El mapa de microscopía electrónica de la tinción 
negativa del complejo I se muestra a la derecha. El sitio de unión de la ubiquinona en el complejo I y III se 

muestra en el recuadro. Se ilustra el recorrido de los electrones desde el NADH hasta el O2 para producir agua. 
Durante el flujo de los electrones ocurre la translocación de los H” en cada uno de los complejos (flechas 

verticales) desde la matriz hacia el espacio intermembranal, creando un gradiente electroquímico de H” (Aup+) 

que es usado por el complejo V (no mostrado) para producir ATP. 


Se cree que el sitio de unión para la quinona del complejo I está en el brazo soluble que 
protruye hacia la matriz mitocondrial, cerca de la conexión entre el brazo soluble y el 
membranal. 

En el complejo II, el sitio para la ubiquinona se localiza entre la proteína Rieske y el 
citocromo b; asimismo, estas subunidades del complejo III están en contacto con el 
complejo I, cerca de la conexión entre el brazo membranal y el soluble. Se ha sugerido 
que la proximidad del sitio del complejo I donde se reduce la quinona, y el sitio en el 
complejo III donde se oxida al UQH,, están próximos, lo que podría repercutir en una 
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mayor velocidad del flujo de los electrones del complejo I al II a través de la Q. 

Por otra parte, al parecer la región globular de la subunidad II del complejo IV 
interactúa con el citocromo c; esta subunidad del complejo IV está orientada hacia el sitio 
de unión del complejo II con el citocromo c. Con base en la información estructural 
obtenida del mapa 3D, el sitio de unión para los acarreadores de los electrones (la 
ubiquinona o el citocromo c) en cada complejo respiratorio está orientado hacia el sitio de 
unión del complejo que le antecede en la cadena respiratoria. En este ensamble, ambos 
acarreadores de electrones tienen que difundir cortas distancias entre los complejos 
respiratorios, los que apoya la noción de un transporte de electrones más eficiente en los 
supercomplejos, en contraposición del modelo del estado fluido, donde la transferencia 
de los electrones depende del encuentro al azar de los componentes respiratorios. 

No obstante, este modelo para el flujo de los electrones en los supercomplejos no 
considera que el complejo III sólo sea activo como un dímero. Esta evidencia no es 
compatible con la canalización del flujo de electrones entre el complejo I y el MI. 
Asimismo, los estudios de control de flujo han demostrado que los supercomplejos no 
son la entidad funcional esencial de la cadena respiratoria; es decir, los complejos 
respiratorios pueden flotar libres en la cresta mitocondrial y realizar así la transferencia de 
los electrones y formar el Aup necesario para la síntesis del ATP. Además, se sabe que 
hay una gran población de los complejos II y IV que no están incorporados a los 
supercomplejos y que son activos en la mitocondria; esto indica que dicha estructura no 
es la única unidad funcional de la cadena de transporte de electrones. De este modo, se 
ha sugerido que la organización de los complejos respiratorios en supercomplejos 
responde más a una característica de la arquitectura mitocondrial. Por otro lado, se ha 
determinado que la presencia del complejo IHI y del IV es esencial para el ensamblaje y la 
estabilidad del complejo I. En las mitocondrias de corazón de bovino, los supercomplejos 
que contienen los complejos I, II y IV son más estables y activos que aquellos a los 
cuales se les ha removido el complejo IV. Hasta ahora no se han identificado las 
subunidades responsables de la formación de estas estructuras. 

Además de los supercomplejos formados por los complejos respiratorios, se han 
descrito los formados por el complejo V o la F¡Fpy-ATP sintasa. Aunque se han 
identificado diferentes oligómeros del complejo V, los más abundantes y estables son los 
dímeros (V2). Se ha demostrado que estos dímeros pueden asociarse en un arreglo 
helicoidal alrededor de la cresta mitocondrial, lo que ha permitido sugerir su participación 
en la arquitectura de la cresta. El estudio de los oligómeros del complejo V de la levadura 
revela la presencia de cuatro subunidades específicas de V3, la e, g, k y 8, las cuales no 
son esenciales para la actividad del complejo y se asocian a la porción Fọ. Las mutantes 
de las subunidades e y g no sólo impiden la formación de V2, sino que también alteran la 
morfología de las crestas mitocondriales. En los mamíferos, se ha determinado la 
participación de la proteína inhibidora (IF¡) en la dimerización del complejo V (figura 23- 
10). 
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Figura 23-10. Modelo Del dímero de la ATP sintasa mitocondrial de bovino. La interfaz del dimero involucra las 
subunidades e y g del sector Fọ. Se muestra la posible localización de la proteína inhibidora (IF1) y su 


desplazamiento para permitir la rotación del tallo central durante la sintesis del ATP. 


En fecha reciente se ha especulado que la curvatura de la cresta provocada por el arreglo 
espacial del V, repercute en un incremento del gradiente de pH a través de la membrana; 
de esta forma, el propio complejo V podría optimizar su rendimiento al curvar las crestas 
como trampas de protones. Más aún, se ha demostrado que la estabilidad de los 
oligómeros de la F¡F¿-ATP sintasa afecta el potencial de membrana y pone de manifiesto 
la hipótesis en que la F¡Fy-ATP sintasa tiene un cometido importante en la organización 
de los microdominios donde se localiza la cadena respiratoria. Sin embargo, aún es 
necesario realizar muchos experimentos para esclarecer cuál es la ventaja de la alta 
organización oligomérica de la F¡F¿-ATP sintasa en la función bioenergética de la 
mitocondria. 
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Enzima ATP sintasa 


La ATP sintasa (F¡Fy-ATPsintasa o Complejo V) es una enzima multimérica localizada 
en la membrana interna de las mitocondrias, y se considera un nanomotor. De manera 
estructural se ha definido que el dominio catalítico hidrofílico F, está compuesto por las 
subunidades a, B, y, ò y e, con una estequiometría 3:3:1:1:1, respectivamente, y que está 
unido por un tallo central y uno periférico a un dominio hidrofóbico, embebido en la 
membrana interna, conocido como Fọ y formado por las subunidades a, b, c, d, e, F6 y 
A6L. En términos funcionales, este nanomotor se divide en un rotor constituido por las 
subunidades c del sector Fp, y las subunidades y y e del sector F¡, mientras que el estator 
está formado por las subunidades a y b del sector Fọ y las subunidades a y f del sector 
F; (figura 23-10). 

Como se mencionó, los protones bombeados generan una diferencia de potencial, que 
ahora se usa para la síntesis de ATP a partir de ADP y fosfato. El paso de los protones 
desde el espacio intermembranal hacia la matriz mitocondrial produce la rotación de la 
subunidad c del dominio Fọ y el tallo del sector F¡ formado por las subunidades y y e, 
alrededor de la cual se encuentran localizadas las tres subunidades a y las tres 
subunidades f, que tienen distinta conformación y diferentes afinidades para los 
nucleótidos, impuestas por la asimetría del tallo central. Dos de las subunidades 
catalíticas, Ppp y Brp, se unen a ADP o ATP; sin embargo, la unión al sitio Ppp es más 
fuerte y es en donde ocurre la catálisis. La tercera subunidad catalítica, conocida como 
Pp, es forzada por la curvatura del tallo central hacia una conformación abierta o vacía, y 
tiene baja afinidad por los nucleótidos. Du rante la síntesis de ATP la rotación del tallo 
central y las subunidades c del sector Fọ, en el sentido de las manecillas del reloj, 


modifica la conformación de las subunidades ß, y cada 360% de rotación se produce la 
síntesis de tres moléculas de ATP. El mecanismo rotatorio de la F¡Fpy-ATPasa puede 
inhibirse por varios compuestos, por ejemplo, dos moléculas del antibiótico aurovertina B 
se fijan de forma simultánea a las subunidades Pg y Prp impidiendo su rotación. La 
efrapeptina inhibe la rotación uniéndose a la subunidad BE. El antibiótico oligomicina 
inhibe a la AT Pasa impidiendo el paso de protones a través de la Fọ. 

El inhibidor natural IF, se une a la interfase catalítica entre Ppp y las subunidades a y 


b, con lo que se evita la rotación del tallo central y el flujo de los H* hacia el interior 
mitocondrial. 

Como un dato interesante, debe mencionarse que estudios recientes han demostrado 
por medio de anticuerpos monoclonales que las subunidades a y B de la F} están 
presentes en la superficie de células endoteliales de la vena umbilical y que sirven de 
unión para la angiotensina, que es un fragmento proteolítico del plasminógeno y un 
potente antagonista de la angiogénesis e inhibidor del factor de crecimiento tumoral. 
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Fosforilación oxidativa 


En 1940, Kalckar en Dinamarca y Belitzer en la entonces Unión Soviética descubrieron 
que, cuando varios intermediarios del ciclo de Krebs eran oxidados por un extracto de 
tejido, desaparecía el fosfato inorgánico y aparecía ATP. Estudios subsecuentes 
demostraron que al ser inhibida la respiración por cianuro se bloqueaba la síntesis de 
ATP. Se concluyó que la síntesis de ATP está acoplada a la oxidación de sustratos. 
También en ese año, Belitzer encontró que el número de moléculas de ATP formadas por 
átomo de oxígeno consumido era al menos de 2. Desde entonces, la relación entre ATP 
sintetizado y oxígeno consumido se conoce como P/O. En 1943, mediante ingeniosos 
experimentos, Severo Ochoa demostró que la relación P/O es igual a 3 cuando un 


sustrato es oxidado por una enzima dependiente de NAD”. Loomis y Lipman, en 1948, 
hallaron que la formación de ATP era inhibida por el 2,4-dinitrofenol, en tanto que la 
respiración era estimulada. Lardy et al., en 1958, encontraron que el antibiótico 
oligomicina inhibía la respiración asociada a la fosforilación del ADP y que el 2,4- 
dinitrofenol era capaz de revertir tal inhibición. Estos experimentos sirvieron como base 
para establecer hipotéticos intermediarios de alta energía y postular la “hipótesis 
química”. En 1954, Chance y Williams utilizaron un espectrofotómetro de doble haz, 
construido por el primero, para estudiar los puntos de mayor oxidación y reducción en la 
cadena respiratoria al añadir distintos inhibidores (figura 23-8). 
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Control respiratorio 


Según Britton Chance, cuando las mitocondrias son suspendidas en un medio en el cual 
existe una alta concentración de sustratos oxidables, fosfato y oxígeno, se encuentran en 
un estado metabólico llamado estado 4 y la respiración es lenta. Al añadir ADP se induce 
la síntesis de ATP y se incrementa la velocidad del transporte de electrones, y por lo 
tanto el consumo de oxígeno; a este estado metabólico se le llama estado 3, y es el que 
prevalece hasta que se consume el ADP añadido (figura 23-11). 
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Figura 23-11. Control respiratorio ejercido por el ADP. Los números al lado de los trazos indican el estado 
metabólico mitocondrial. 


A la relación entre el estado 3 y el 4 se le llama control respiratorio, y se deduce que 


cuanto mayor sea su valor, mejor acopladas estarán las mitocondrias; esto es, el consumo 
de oxígeno estará más acoplado a la síntesis de ATP. Si se considera la cantidad de ADP 
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añadido en relación con la cantidad de oxígeno consumido, al valor resultante se le 
denomina ADP/O. Se ha determinado que cuando se oxidan sustratos que entran en la 
cadena respiratoria en el sitio uno de bombeo de H* (complejo T), esto es, a nivel de 
NADH, el valor de la relación ADP/O se aproxima a 2.5, y cuando se oxida succinato 
(complejo II, el cual contiene un FAD y no bombea H”), el valor es cercano a 1.5; sin 
embargo, en bacterias estos valores pueden ser de 3 y 2 ATP, respectivamente. 
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Hipótesis quimiosmótica 
Durante el periodo de 1961 a 1966, Peter Mitchell enfatizó que en las mitocondrias o los 
cloroplastos no se llevaba a cabo la síntesis de ATP si no existía un espacio membranal 
cerrado. Sugirió que durante el transporte de electrones, los protones eran transferidos 
por los componentes de la cadena respiratoria a la parte externa de la membrana interna 
mitocondrial. El gradiente de pH resultante (ApH) y el potencial eléctrico de membrana 
(AY) servirían para que el complejo V formara ATP. Esta es la hipótesis 
“quimiosmótica” de P. Mitchell. La distribución asimétrica de los protones a los lados de 


la membrana interna da lugar a un Aup. Este desequilibrio genera un poderoso impulso 


para igualar la concentración de H” a ambos lados de la membrana y volver al equilibrio, 
esto es, que los protones regresen a la matriz. Lo anterior constituye la fuerza protón- 
motriz, la cual, junto con la fuerza para igualar el potencial eléctrico establecido por la 
desigual distribución de iones diferentes a los protones y situados a ambos lados de la 
membrana interna mitocondrial, genera la energía necesaria para la síntesis de ATP. 

Dos postulados principales sirvieron como base de esta hipótesis. El primero de ellos 
fue que los componentes de la cadena del transporte de electrones deberían estar 
orientados en la membrana interna de tal manera que el bombeo de H” tuviera el mismo 
sentido para favorecer la formación del gradiente de protones. Es decir, que el sitio 
catalítico de las enzimas deshidrogenasas debería localizarse en la cara interna de la 
membrana interna, en tanto que el sitio de liberación de protones se localizaría en la cara 
externa de la membrana interna. El segundo postulado de la hipótesis fue que la 
formación del gradiente de protones o eletroquímico debería estar acoplado a la síntesis 
del ATP. En otras palabras, los H” deben regresar hacia la matriz mitocondrial por el 
sector transmembranal Fp. El paso de los H” asociados a las subunidades c del sector 
membranal genera el giro del rotor (constituido por las subunidades c del sector Fọ y las y 
y e del sector F1), provocando el cambio conformacional del estator (principalmente de 
las subunidades f del sector F1) y generando así ATP. 

La hipótesis de Mitchell fue apoyada por diversos experimentos, entre los cuales 
sobresalen tres. El primero, efectuado por Mitchell y Moyle, demostró que el flujo de 
electrones en la cadena respiratoria está acoplado a la salida de H y que los 
desacoplantes abaten ese gradiente de H”. El experimento consistió en dar un pulso de 
oxígeno a una suspensión de mitocondrias que contenía en el medio de incubación un 
sustrato oxidable, y detectar la concentración de H* en el medio con un electrodo de pH 
(figura 23-12). 
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Figura 23-12. Formación de un gradiente de protones derivado del consumo de oxígeno. DNP se refiere al 
desacoplante 2,4-dinitrofenol. 
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La oxidación del sustrato, en presencia de oxígeno, produce un aumento en la 


concentración de H* fuera de las mitocondrias, la que disminuye conforme se consume 
el oxígeno suplementado. Si se añade un desacoplante, los protones regresan con rapidez 
al interior de la mitocondria a través de la membrana mitocondrial, pero sin que ocurra 
síntesis de ATP (figura 23-12). Otro experimento importante fue el que demostró que, en 
ausencia de sustratos, y con la adición de inhibidores de la cadena respiratoria, podía 
sintetizarse ATP al establecer un gradiente artificial de protones mediante la adición del 
ionóforo valinomicina en un medio de incubación carente de potasio. Al añadir 
valinomicina a las mitocondrias incubadas en un medio con pH ácido, el antibiótico vacía 
las mitocondrias del contenido de K* interno; esto crea un gradiente transmembranal 
negativo en el interior, que hace que los protones penetren a través del complejo Fo y se 
utilicen para la síntesis de ATP (figura 23-13). 
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Figura 23-13. Sintesis de ATP inducida por la formación de un gradiente negativo interno, causado por la salida 


de K” a través de la valinomicina. 


Un experimento espectacular fue el efectuado por Racker y Stoeckenius en vesículas 
de fosfolípidos de soya, reconstituidas con la F¡F¿-ATPasa de corazón de buey y la 
enzima bacteriorrodopsina de Halobacterium halobium. Al aplicar un pulso de luz, la 


bacteriorrodopsina transporta iones H* al interior de la vesícula, que son extruidos a 
través del sistema de la ATP sintasa. Si el medio externo contiene ADP y fosfato, se 
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forma ATP (figura 23-14). Debe hacerse notar que el sistema carecía de las enzimas de la 
cadena respiratoria. 
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Figura 23-14. Sintesis de ATP inducida por un gradiente de protones mediante un pulso de luz (indicado en la 
figura como hv), en su sistema reconstituido. 
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Desacoplamiento de la fosforilación oxidativa 


Según la hipótesis quimiosmótica, la síntesis del ATP requiere que los H* localizados en 
el exterior mitocondrial regresen hacia la matriz, a través del segmento membranal Fy de 
la ATP sintasa. Si los protones regresan por otra vía, el AY se abate sin que haya síntesis 
de ATP. Existen compuestos que transportan protones a través de la membrana, llamados 
protonóforos (figura 23-15); entre los más comunes están el 2,4-dinitrofenol (DNP) y el 
carbonil-cianuro trifluoro-metoxifenilhidrazona (FCCP). Dado que la cadena respiratoria 
se encarga de construir el potencial y el protonóforo de abatirlo, se establece una 
competencia que da por resultado un aumento en la velocidad del consumo de oxígeno. 
Lo anterior desconecta el transporte de electrones de la fosforilación del ADP, por lo que 
se habla de un desacoplamiento, y a los compuestos que promueven éste se les llama 
desacoplantes. 
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Figura 23-15. Transporte de protones por desacoplantes a través de la fase lipídica membranal. Estructura 
química de dos de ellos. 


El gradiente de protones puede formarse también por la hidrólisis de ATP; de ahí que 
los desacoplantes estimulen la hidrólisis de este metabolito, haciendo que la enzima F¡Fp- 
ATPasa funcione en sentido contrario al de síntesis. De la facilidad con que un 
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compuesto pueda ceder su protón y cruzar la membrana de manera desprotonada, con su 
carga negativa deslocalizada, dependerá que tal compuesto sea un buen desacoplante. 
Esto significa que su eficiencia guarda relación directa con su pK: cuanto mayor sea el 
valor de su pK, tanto menor será la concentración del compuesto necesaria para que 
desacople. Otra propiedad que deben tener los desacoplantes es la de ser solubles en la 
fase hidrofóbica de la membrana. En otras palabras, los desacoplantes son ácidos débiles 
incorporados a moléculas hidrofóbicas. 

Como se dijo antes, el desacoplamiento de la fosforilación oxidativa puede provocarse, 
de manera artificial, por la adición de compuestos acarreadores de H*. Sin embargo, 
existe un mecanismo fisiológico de desacoplamiento, a cargo de una proteína localizada 
en la membrana interna mitocondrial conocida como proteína desacoplante. 
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Proteína desacoplante 


La proteína desacoplante es un transportador de H” que se expresa en varios tipos de 
mitocondrias, en especial en los adipocitos de la grasa parda. Tiene mucha similitud con 
el transportador de adenín-nucleótidos, su masa relativa es de 32 kDa y fija GTP con alta 


afinidad, Kd = 3 a 6 uM; la unión del GTP bloquea el paso de H* y favorece la 
formación de un potencial transmembranal, negativo en el interior. Sin embargo, mientras 
que la translocasa de ADP/ATP tiene como función el aporte de energía libre (en forma 
de ATP) hacia el citoplasma, la proteína desacoplante, al devolver los protones externos 
sin generar ATP, disipa la energía libre formada por la cadena respiratoria en forma de 
calor. Este mecanismo fisiológico se emplea en la regulación de la temperatura corporal 
conocida como termogénesis, que permite, sobre todo a los recién nacidos, mantener una 
temperatura corporal adecuada. 
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Transporte de metabolitos en las mitocondrias 


La membrana interna mitocondrial es permeable selectivamente; es decir, el transporte de 
ciertos metabolitos, aniones (figura 23-16) y cationes (figura 23-17), se lleva a cabo mediante 
acarreadores específicos, algunos de los cuales han sido aislados y caracterizados. 
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Figura 23-16. Transporte de metabolitos a través de la membrana interna. Abreviaturas: NEM, N-etilmaleimida; 
ATR, atractilósido; CAT, carboxiatractilósido; BK, ácido bongkréquico; Pi, fosfáto inorgánico. 


842. 
booksmedicos.org 


Exterior Interior 
Ca 2+ 
2H* 
RR, La 34 
Ea 2+ 
Ca 2+ 
2 Na + 
Benzodiazepinas 
Na* Na+ 
H+ H+ 
H+ 
K+ 
Mg?*, T|+ 
K+ 


Figura 23-17. Transporte de cationes a través de la membrana interna mitocondrial. Abreviatura: RR, rojo de 
rutenio. 


843. 
booksmedicos.org 


Transporte de adenín-nucleótidos 


El transporte de ADP y ATP a través de la membrana interna es realizado por la adenín- 
nucleótido translocasa, proteína con peso molecular de 32 kDa que funciona como un 
dímero. Cada monómero está constituido por 298 aminoácidos; los estudios de 
hidropatía sugieren que cruza seis veces la membrana interna. Del lado externo de la 
mitocondria, o citosólico, la afinidad para el ADP es mayor que para el ATP. Su actividad 
es inhibida por el atractilósido, el carboxiatractilósido o el ácido bongkrékico. Las 
propiedades de asimetría de la translocasa fueron establecidas mediante el uso de estos 
inhibidores. Los sitios de fijación para el carboxiatractilósido y el atractilósido se 
encuentran en el lado citosólico del acarreador, en tanto que el sitio de fijación del ácido 
bongkrékico se encuentra del lado interno de la mitocondria o lado de la matriz. En 
condiciones fisiológicas, la translocasa recambia una molécula de ADP,, por una de 
ATP, Debido a que el ADP tiene tres cargas negativas y el ATP cuatro, el intercambio 


produce la salida neta de una carga negativa, lo que neutraliza la carga de un H* del 
Aun". La Ky es de 1 a 10 uM para el ADP y de 150 uM para el ATP; la mayor afinidad 
por el ADP que por el ATP, añadidos en el lado externo de las mitocondrias, significa que 
la translocasa está diseñada para transportar ADP hacia la matriz y, una vez fosforilado, 
extraerlo en forma de ATP. La Vmáx para ADP o ATP es de 150 a 200 nmol/min/meg. 
Este acarreador es el más abundante en la membrana interna y representa alrededor de 
18% de las proteínas totales. 


Transporte de fosfato 


El transporte de fosfato es realizado por una molécula dimérica, y cada uno de los 
monómeros tiene peso molecular de 33 kDa. Este sistema transporta también arsenato 
con alta afinidad. La Ky para el fosfato es de 2 uM en mitocondrias de corazón; el 
sistema es inhibido por el reactivo para grupos sulfhidrilo, mersalil, a una concentración 
de 12 nmol/mg de proteína; ello se debe a que el transportador tiene un grupo -SH en su 
sitio activo. Este acarreador de fosfatos, al igual que la translocasa, cruza seis veces la 
membrana interna. 


Transporte de a-cetoglutarato 


Al igual que el de ADP/ATP y el de fosfato, el transporte de a-cetoglutarato es realizado 
por una proteína de 30 kDa con seis cruces hidrofóbicos que atraviesan la membrana 
interna; su Vmáx es de 43 nmol/min/mg y su Ky de 50 uM. Su actividad es inhibida por 
N-etil maleimida. 


Transporte de piruvato 


El transporte de piruvato es dependiente de una proteína de membrana con un peso 
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molecular de 28 a 32 kDa, que acumula el anión piruvato en cotransporte con un H”. Su 
Vmáx es de 32 nmol/min/mg y su Ky de 5 uM. La cinética de este transportador es 
inhibida por mersalil, N-etilmaleimida y ácido 2-ciano-4-hidroxicinámico. 


Transporte de aspartato y glutamato 


Este transporte es responsabilidad de una proteína de 31 kDa que intercambia aspartato 
por glutamato, cuya actividad es inhibida también por N-etilmaleimida. La Vmáx es de 9 a 
30 nmol/min/mg de proteína y la Ky de 4 mM. Esta proteína puede transportar también 


glutamato, junto con un H”, hacia la matriz mitocondrial. 


Transporte de ornitina 


El transporte de ornitina hacia la matriz mitocondrial es necesario para la síntesis de urea. 
En el interior de las mitocondrias, la ornitina fija carbamil-fosfato y es transformada en 
citrulina, la cual abandona la mitocondria por un transportador específico. El transporte 
de ornitina requiere un anión permeante, como el fosfato, para neutralizar la carga 
positiva de la ornitina. Este metabolito también puede ser transportado por intercambio 
con un H*; por lo tanto, es un transporte que no genera cargas eléctricas (es 
electroneutro). Su Vmáx es de 8.3 nmol/min/mg y su Ky de 1 mM. Debido a que 
presenta un grupo tiol en su sitio activo, la cinética de este transportador es inhibida por 
reactivos para grupos sulfhidrilo como el mersalil. 


Transporte de ácidos grasos 


La P-oxidación de los ácidos grasos ocurre en la matriz mitocondrial; por lo tanto, estos 
metabolitos deben ser transportados a través de la membrana interna. Antes de su 
transporte, los ácidos grasos son activados por la enzima acil-CoA sintetasa. A su vez, los 
derivados acil-CoA formados son el sustrato de la enzima carnitina acil-transferasa I, que 
fija el residuo acilo al hidroxilo de la carnitina en el espacio intermembranal y libera la 
CoA. El complejo acil-carnitina es transportado hacia la matriz por un mecanismo de 
difusión facilitada a cargo del acarreador acil-carnitina/carnitia; la Vmáx del transporte es 
de 5 nmol/min/mg y la Ky de 4.3 uM. El transporte de acil-carnitina es inhibido por 
mersalil y N-etilmaleimida. En el interior mitocondrial el ácido graso es de nuevo activado 
por la carnitina acil-transferasa II, que lo une a la CoA. 


Transporte de ácidos tricarboxílicos 


El sistema de transporte para citrato está constituido por un dímero; cada una de las 
subunidades tiene peso molecular de 20 kDa. Este acarreador cataliza también el 
intercambio de citrato por malato. La Vmáx para el transporte de citrato es de 338 
umol/min/mg de proteína, y su Ky de 280 uM. Su actividad es inhibida por el ácido 
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tricarboxibenceno. 


Transporte de ácidos dicarboxílicos 


El sistema para transporte de ácidos dicarboxílicos implica el intercambio de malonato, 
malato y succinato, además de fosfato. Aunque este sistema no ha sido bien 
caracterizado se han purificado tres proteínas con pesos moleculares de 28, 34 y 36 kDa. 
La actividad de este transporte depende de la presencia de grupos -SH en su sitio activo, 
ya que es inhibido por p-cloromercuribenzoato y mersalil. La Vmáx para el intercambio de 
malato por succinato es de 136 nmol/min/mg, en tanto que la Ky es de 5 mM. El 
transporte de ácidos dicarboxílicos hacia dentro y fuera de la mitocondria es un 
mecanismo indirecto que sirve para transportar equivalentes reductores, ya que la 
membrana interna es impermeable tanto al NAD(P)H como a su forma oxidada. 
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Transporte de cationes en las mitocondrias 


Transporte de calcio 
El transporte de calcio a través de la membrana interna mitocondrial se lleva a cabo 
mediante tres mecanismos, un sistema uniportador para la entrada y dos 


intercambiadores, para la salida un antiportador Ca?*/H* y otro Ca?*/Na* (figura 23-17). 
La acumulación de calcio en la matriz depende de su gradiente electroquímico y del 
establecimiento de un potencial negativo interno. 

Este sistema de transporte no ha sido caracterizado; sin embargo, debido a que es 
inhibido de manera selectiva por el rojo de rutenio con Ky 5 de 30 nM, se propone que es 
una glucoproteína. La Ky para el calcio es de 1 a 100 uM y la Vmáx de 600 
nmol/min/mg de proteína. En mitocondrias de tejidos excitables, el calcio sale de la 
matriz mediante su intercambio por Na” con estequiometria 1:2; en otro tipo de 


mitocondrias, por ejemplo de hígado, el calcio sale por intercambio con un H”. 


Transporte de potasio 


El potasio penetra hacia la matriz mitocondrial a través de un uniportador específico que 
es inhibido de manera competitiva por talio y Mg?*; la lp 5 para el Mg?* es de 12 mM. El 
transporte de este catión es estimulado por reactivos para grupos sulfhidrilo como el 


mersalil. En la salida del potasio interviene un intercambiador K*/H' que es sensible a 
diciclohexil-carbodiimida. 


Transporte de sodio 
El transporte de entrada de sodio se lleva a cabo mediante dos mecanismos, uno a través 
de un uniportador y otro por un intercambiador Na*/H* (figura 23-17). La salida de sodio 


también ocurre por un intercambio electroneutro Na*/H*. Este intercambiador ha sido 
caracterizado y se sabe que es una proteína de 80 kDa. 

El cuadro 23-3 resume las características de los diversos sistemas de transporte 
localizados en la membrana interna mitocondrial. 


Cuadro 23-3. Sistema de transportes específicos en las mitocondrias 


Fosfato Fosfato-/OH— Mersalil, NEM 
ADP/ATP ADP3-/ATP4- ATR, CAT, BK 
Tricarboxílicos Citrato/malato Tricarboxibenceno 
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Discarboxílicos Malato/succinato Butilmalato 


Malato Malato/fosfato Fenilsuccinato 

Glutamato Glutamato/aspartato NEM 

Ca2* y sr2+ cat m* Rojo de rutenio 

K” y Na? Km? y Na? Mg2* 
A podos 

Glutamato Glutamato Avenaciolida 

Ca2* y Sr2* Ca2* Rojo de rutenio, La3™ 

Ornitina Ornitina Mersalil, NEM 


Abreviaturas: NEM, n-etilmaleimida; ATR, atractilósido; CAT, carboxiatractilósido; BK, ácido bongkréquico; Pi, fosfato inorgánico. 
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Antibióticos ¡onóforos 


Existe una amplia gama de este tipo de compuestos; algunos de ellos son producidos por 
microorganismos y otros mediante síntesis química en el laboratorio. Los más 
representativos son la valinomicina y la gramicidina, para cationes monovalentes y el 
A23187 y X573-A o lasalócido, para cationes divalentes. En 1965, Pressman encontró 
que la valinomicina y la gramicidina desacoplaban la fosforilación oxidativa cuando en el 


medio de incubación existía K* o Na*. Este desacoplamiento se debía a la acumulación 
intramitocondrial de los cationes inducida por el antibiótico, de tal manera que la energía 
se utiliza para el transporte de los cationes y no para la síntesis de ATP. Pressman acuñó 
el término lonóforo, que significa acarreador de iones. Experimentos subsecuentes 


demostraron que la valinomicina es un acarreador móvil que forma complejos con el K*, 


pero no con el Na*, solubilizándolo en la fase lipídica de la membrana. La valinomicina 
es un dodecapéptido cíclico en forma de dona, cuyo exterior es hidrofóbico en tanto que 


su interior es hidrofílico con cargas negativas que sirven para unir al K”. 

La gramicidina es un antibiótico no cíclico, decapéptido, que transporta sodio o potasio 
formando túneles a través de la fase hidrofóbica de las membranas. Se sabe que dos 
moléculas de gramicidina se disponen de forma helicoidal a través de la membrana para 


la formación del túnel. Los compuestos A23187 y X537-A movilizan Ca?* y Mg”, entre 
otros cationes divalentes. Son antibióticos carboxílicos no cíclicos ni peptídicos; el grupo 
carboxilo es el sitio de unión para el catión. En los compuestos cíclicos, la selectividad 
para los cationes es determinada por el radio iónico y el diámetro interno del antibiótico. 
El movimiento de los cationes —ayudado por los ionóforos— a través de la membrana 
interna mitocondrial se efectúa a favor de su gradiente de concentración y del 
establecimiento de un potencial negativo interno. 
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Síntesis de creatina fosfato 


La actividad de la creatina fosfocinasa en las mitocondrias de músculo es relevante; su 
concentración en plasma tiene gran valor diagnóstico y pronóstico. Esta enzima se 
localiza en la cara externa de la membrana interna mitocondrial, donde fosforila a la 
creatina usando al ATP que sale de la matriz por vía de la translocasa de adenín- 
nucleótidos; debido a que el enlace fosfodiéster de la creatina fosfato es de alta energía 


(AG? = -10.3 kcal mol!) esta molécula sirve de reservorio de energía. La creatina 
fosfocinasa asociada a las miofibrillas emplea a la creatina fosfato como sustrato para 
producir ATP a partir de una fosforilación a nivel de sustrato que es utilizado durante la 
contracción muscular. La concentración elevada de creatina fosfocinasa en plasma es una 
prueba que determina la gravedad de una lesión isquémica en el miocardio. 
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Procesos metabólicos mitocondriales alternos a la 
fosforilación oxidativa 


Si bien en general se acepta que la principal función de las mitocondrias es la producción 
de energía en forma de ATP, en estos organelos subcelulares se llevan a cabo otras 
funciones bioquímicas no menos importantes, como la formación de pregnenolona y la 
hidroxilación de esteroides, así como el alargamiento de los ácidos grasos, la síntesis de 
porfirina, la síntesis de citrulina y otras funciones descritas en el cuadro 23-4. 


Cuadro 23-4. Procesos bioquímicos, distintos de la fosforilación oxidativa, en los cuales 
participan las mitocondrias 


Síntesis de porfirina 
Síntesis de citrulina 
Lipogénesis 

Cetogénesis 
Gluconeogénesis 
Formación de pregnenolona 
Hidroxilación de esteroides 
Síntesis de proteínas 
Generación de calor 
Fosforilación de glucosa 
Regeneración de NAD? 
Efecto Pasteur 

Efecto Crabtree 


Formación de la matriz ósea (fosfato de calcio) 


La mayoría de las mitocondrias 


Higado (precursor de la urea) 
Hígado (aporte de citrato) 
Hígado 

Hígado 

Corteza adrenal, cerebro 
Placenta, gónadas y glándula suprarrenales 
La mayoría de las mitocondrias 
Grasa café 

Cerebro (hexocinasa) 

Tejidos glucolíticos 

Tejidos glucolíticos 

Tejidos glucolíticos 


Osteocitos 
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Genoma mitocondrial 


El DNA mitocondrial (DNA,¡) es una molécula circular de 16 569 pares de nucleótidos 
que contiene la información suficiente para constituir 37 genes; 13 de ellos sirven para 
codificar algunas proteínas de la CTE y del complejo V. De las 42 subunidades del 
complejo I, el DNA pmi codifica siete. Una proteína, de las nueve que forman el complejo 
HMI, es codificada por este DNA, así como tres del complejo IV y dos de la ATP sintasa. 

A últimas fechas se han identificado diversas enfermedades causadas por mutaciones 
en el DNAmnit Estas enfermedades se vinculan con un amplio espectro de 
manifestaciones clínicas, incluyendo ceguera, sordera, demencia, insuficiencia cardíaca y 
renal, así como debilidad muscular. 

Dos tipos de mutaciones por sustitución de aminoácidos dan lugar a dos clases de 
fenotipos asociados con padecimientos oftalmológicos y neurológicos conocidos como 
neuropatía óptica hereditaria de Leber y debilidad neurogénica muscular, ataxia y retinitis 
pigmentosa. La neuropatía óptica hereditaria es una ceguera causada por destrucción del 
nervio óptico, en la cual la visión central se pierde en ambos ojos, pero permanece 
funcional la visión periférica. La mutación, el cambio de arginina por histidina, está 
localizada en el nucleótido 11 778 y cambia el aminoácido 340 en la proteína ND4. Ocho 
mutaciones adicionales pueden estar implicadas, pero es suficiente con la mutación en el 
nucleótido 11 778 para la aparición del padecimiento. 

La epilepsia mioclónica es causada por una mutación en el nucleótido 8 344. Las 
manifestaciones clínicas de esta enfermedad van apareciendo de manera progresiva y 
aumentan de manera secuencial desde aberraciones electrofisiológicas hasta ceguera, 
demencia, insuficiencia respiratoria y cardiomiopatía. Es de hacer notar que la mayoría 
de los padecimientos asociados a cambios en el DNA mitocondrial se presentan en 
ancianos. Esto sugiere que a lo largo de la vida hay deleciones en el genoma 
mitocondrial; por ejemplo, si se analiza el porcentaje de pérdidas en el nucleótido 4 977 
contra la aparición de isquemia del miocardio, se observa que existe una relación lineal; 
esto es, al aumentar la edad aumenta el número de microdeleciones en el DNA pit y por 
ende el número de infartos. En estos casos, las mutaciones en el DNApmi afectan la 
estructura de las subunidades de la citocromo oxidasa y por lo tanto el consumo de 
oxígeno. 
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Relevancia del estudio de la bioenergética en medicina 


Existen múltiples ejemplos en los que una modificación del metabolismo energético 
subyace entre las causas de un estado patológico. Algunos de estos ejemplos se 
mencionan a continuación. 
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Estrés oxidante 


El estrés oxidante es causado por un desequilibrio entre la producción de especies 
reactivas derivadas del oxígeno (ROS) y la capacidad de un sistema biológico de 
destoxificar de manera rápida las ROS o reparar el daño que éstas producen en 
fosfolípidos y proteínas membranales. En el ser humano, el estrés oxidante está 
involucrado en el envejecimiento y algunas afecciones como diabetes y las enfermedades 
de Parkinson y Alzheimer. También se considera que está vinculado con enfermedades 
cardiovasculares, ya que la oxidación de las LDL es precursora de placas ateromatosas 
en el endotelio vascular. Sin embargo, las especies reactivas pueden resultar benéficas, ya 
que son utilizadas por el sistema inmune para destruir organismos patógenos. Los 
principales sitios productores de ROS están en los complejos I y III de la cadena de 
transporte de electrones de las mitocondrias. Las especies reactivas son: anión superóxido 
(+02), radical hidroxilo (°OH), peróxido de hidrógeno (H202) y peroxinitrito (DONO”). 
Otras enzimas capaces de producir superóxido son xantina oxidasa, NADPH oxidasa y 
citocromo P450. Metales como hierro, cobre, cromo, vanadio y cobalto son capaces de 
catalizar reacciones que producen ROS. Las reacciones más importantes son la de 
Fenton y la reacción de Haber-Weiss, que dan lugar a la formación de radicales hidroxilo 
y peróxido de hidrógeno. Los antioxidantes celulares mejor estudiados son las enzimas 
superóxido dismutasa, catalasa y glutatión peroxidasa. 
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Cáncer 

El fenotipo más común de las células cancerosas es su alta velocidad glucolítica. Por muchos años se creyó que la respiración 
mitocondrial estaba inhibida y por lo tanto no competía de manera eficiente con la glucólisis por el ADP y el fosfato. Sin embargo, 
las mitocondrias de las células cancerosas tienen una fosforilación oxidativa normal, aunque el contenido de mitocondrias por célula 
es menor con relación a las células normales. Por lo tanto, en cierto sentido, la respiración en las células tumorales es menor. Por 
otra parte, se ha demostrado que las mitocondrias de células malignas tienen DNA anormal (dímeros concatenados), lo que sugiere 
cierta participación del aparato genético mitocondrial en la carcinogénesis. 

Deficiencia vitamínica 

La deficiencia de riboflavina produce efectos inhibitorios en la respiración mitocondrial, ya que algunas de las enzimas que 
contienen FAD como grupo prostético se encuentran en la cadena respiratoria. 

Hipertermia maligna 

La inhalación de anestésicos volátiles, como el halotano, puede desencadenar esta patología, caracterizada por una notable elevación 
de la temperatura. Se sugiere que puede ser causada por la acumulación masiva de calcio en las mitocondrias. 

Hipotiroidismo e hipertiroidismo 

En la bibliografía biomédica abundan los informes que señalan efectos de las hormonas tiroideas en la estructura y función de las 
mitocondrias. Entre ellos están: a) desacoplamiento de la fosforilación oxidativa; b) estimulación de la síntesis de proteínas 


mitocondriales; y c) aumento de la permeabilidad inesp ecífica al Cat, 

Estudios sobre el crecimiento de mitocondrias 

Una de las maneras en que las mitocondrias reaccionan a los trastornos metabólicos es aumentando su tamaño. Por ejemplo, se han 
encontrado mitocondrias gigantes, >10 um, en hepatocitos de ratas sometidas a una dieta deficiente en riboflavina o vitamina D. Se 
han observado también mitocondrias gigantes en casos de microencefalia, diabetes y desnutrición. 

Fibrosis quística 

Esta enfermedad genética, mortal en el primer decenio de la vida, se caracteriza, entre otras muchas anomalias, por aumento 
excesivo del calcio en las mitocondrias aisladas de fibroblastos de pacientes con fibrosis quística. La acumulación masiva de calcio 
inhibe la fosforilación oxidativa. 

Autoanticuerpos contra mitocondrias 
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Las enfermedades autoinmunitarias producen anticuerpos contra antígenos localizados en diferentes tejidos. Se han estudiado de 
forma amplia los anticuerpos dirigidos contra la cardiolipina, el fosfolípido característico de la membrana interna de las 
mitocondrias del corazón, así como los anticuerpos dirigidos contra el transportador de adenín nucleótidos. La presencia de estos 
anticuerpos inhibe el transporte de electrones en la cadena respiratoria y el intercambio de ADP por ATP. 


El papel de los radicales libres derivados del oxígeno como 
promotores de cáncer 


Las mitocondrias participan en una amplia variedad de importantes procesos fisiológicos. 
Además de ser generadores de energía en forma de ATP a través de la fosforilación 
oxidativa, participan en la regulación del proceso apoptótico sirviendo de gatillo en la 
generación de moléculas que inician el proceso de muerte celular. El estrés oxidativo 
resulta de un imbalance entre la producción de ROS y la disminución en la actividad de 
los mecanismos de defensa como lo son la superóxido dismutasa y el glutatión. 

Los radicales libres derivados del oxígeno (ROS) tienen una doble función en el 
metabolismo celular, tienen efectos deletéreos y benéficos. Está bien establecido que en 
el interior de las células los ROS actúan como mensajeros en algunas cascadas de 
señalización en particular activan a AP-1 y al factor nuclear NF-k fB que llevan a la 
expresión de genes involucrados en la proliferación celular y que causan el 
mantenimiento del fenotipo en células cancerosas, además los ROS pueden también 
inducir senescencia celular y apoptosis, por lo cual actúan como especies 
antitumorogénicas. Esto se observa de manera preponderante en las células cancerosas 
en comparación de las células normales. Este desbalance se relaciona con una 
estimulación oncogénica. La mutación del DNA por una lesión oxidativa que produce 8- 
hidroxi guanina es un paso crítico en el proceso de iniciación en la oncogénesis. 
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Transición de la permeabilidad y apoptosis 


Durante un proceso de isquemia (disminución del aporte sanguíneo en un tejido, por 
ejemplo el corazón), el tratamiento inmediato es restablecer el flujo sanguíneo y por ende 
la oxigenación tisular. Este procedimiento se efectúa mediante el implante de un tubo 
(llamado endoprótesis o stent) en la coronaria o bien mediante la instalación de un puente 
arterial. Si bien estos procedimientos oxigenan de nuevo al miocardio, la entrada abrupta 
del oxígeno produce la formación de ROS y un estrés oxidativo que se conoce como 
daño por reperfusión. El blanco principal de las ROS son las mitocondrias, las cuales de 
manera simultánea acumulan cantidades masivas de calcio. Lo anterior provoca que en 
las mitocondrias se abra un poro transmembranal inespecífico, y como resultado la 
permeabilidad selectiva se transforma en no selectiva; este proceso se conoce como 
transición de la permeabilidad (figura 23-18). 


Membrana externa 
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Figura 23-18. Poro inespecífico transmembranal. HK = hexocinasa; ANT = adenín-nucleótido translocasa; Cit c 
= citocromo c; CD = ciclofilina D; CIA= ciclosporma A; CK = creatina cinasa; VDAC = canal iónico dependiente 
de voltaje (del inglés voltage dependent anion channel). 


El poro inespecífico es un complejo proteínico formado por diferentes proteínas, entre 
ellas la adeniín-nucleótido translocasa, porina o VDAC y ciclofilina D; también se han 
propuesto como formadoras del poro otras proteínas, por ejemplo la hexocinasa 
mitocondrial y la creatina fosfocinasa. Este poro es activado por el carboxiatractilósido, 
inhibidor de la translocasa de ADP/ATP, e inhibido de manera selectiva por el 


booksmédicos.org 


inmunosupresor ciclosporina A. La apoptosis (figura 23-19), o muerte celular programada, 
es indispensable para el desarrollo normal de un organismo. Sin embargo, puede 
contribuir a exacerbar procesos patológicos. 
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Figura 23-19. Vías apoptósicas externa y mitocondrial. 


Existen una vía extrínseca y una vía intrínseca para la inducción de la apoptosis. Las 
mitocondrias están involucradas en la vía intrínseca a través de la transición de la 


permeabilidad. La sobrecarga de Ca?” es el gatillo que dispara esta vía. Al abrirse el poro 
inespecífico se libera el citocromo c; la liberación de esta proteína a través de la 
membrana externa mitocondrial se lleva a cabo por un poro formado por la 
oligomerización de las proteínas de la familia Bcl-2, como Bax y Bak. Estas proteínas 
son determinantes para controlar la vida y muerte celulares; algunos de sus miembros, 
como Bcl-2 y BcI-X, inhiben la apoptosis, mientras que otros, como Bax y Bak, la 
inducen. El citocromo c es liberado de la mitocondria debido al proceso de transición de 
la permeabilidad y una vez en el citoplasma activa un complejo proteínico llamado 
apoptosoma, que a su vez activa a las caspasas efectoras como la caspasa 3, lo que 
desencadena las últimas fases de la apoptosis. La vía mitocondrial puede conectarse 
también con la vía de receptores de muerte, ya que una vez activada la caspasa 8 por 
dichos receptores, activa la proteína Bid, lo que provoca la apertura del poro de 
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transición mitocondrial La apoptosis también es estimulada por las proteínas 
SMAC/DIABLO (segundo activador mitocondrial de caspasas/inhibidor directo de la 
proteína apoptótica IAPS), liberadas de la mitocondria. Al inhibirse la IAPS, que es una 
proteína que inhibe la activación de la procaspasa 3, se estimula la apoptosis. 
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0 Preguntas de reforzamiento 


Experimentalmente se puede aislar a las mitocondrias y estudiar la fosforilación oxidativa por medio del uso de inhibidores. El 
medio de reacción contiene un osmoregulador, magnesio, fosfato, el sustrato oxidable que se menciona en cada pregunta. Responda: 


1 ¿Qué ocurre en las mitocondrias al adicionar succinato y ADP al medio? 

2 ¿Qué ocurre si se emplea succinato y carboxiatractilósido? 

3 ¿Qué ocurre si se emplea succinato, rotenona y se adiciona ADP? 

4 ¿Qué ocurre si se emplea una mezcla de glutamato-malato, oligomicina y se adiciona ADP? 
5 ¿Qué ocurre si se emplea glutamato-malato, 2, 4-dinitrofenol y se adiciona ADP? 

6 ¿Qué ocurre si se emplea succinato, cianuro y se adiciona ADP? 


a) Hay síntesis de ATP 
b) No hay síntesis de ATP 


Respuestas: 1. a, 2. b, 3. a, 4. b, 5. b, 6. b. 
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Capítulo 24 
09 Radicales libres 


e. P y estrés oxidante 


Mina Konigsberg Fainstein 


e Introducción 

e Rompimiento del enlace covalente 
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e Reacciones redox y grupos prostéticos 


e Orígenes fisiológicos de las ERO 
e Daño oxidante a las biomoléculas 


e Sistemas de defensa antioxidante 

e Antioxidantes no enzimáticos 

e Antioxidantes enzimáticos 

e Estrés oxidante y transducción de señales 

e Teoría del envejecimiento por radicales libres 


> ces clave 


1 Anión: es un átomo o molécula que ha ganado uno o más electrones, por lo que tiene carga negativa. 
2 Radical libres: son átomos o moléculas con un electrón desapareado. 


3 Agente oxidante: un átomo o molécula que puede oxidar a otro, así como recibir sus electrones y reducirse. Agente reductor: un 
átomo o molécula que puede reducir a otro, es decir dona electrones y por lo tanto se oxida. 


Á Oxidación: es la pérdida de electrones. Reducción: es la ganancia de electrones. 
5 Potencial redox: capacidad que tiene un átomo o molécula de oxidar a otra (recibir electrones y reducirse). 


6 Grupo prostético: compuestos con estructuras no proteínicas que se asocian con proteínas, ya sea de manera covalente o no 
covalente, y en este caso, pueden transferir electrones de uno en uno. 


7 Estrés oxidante: es un desbalance entre los sistemas oxidantes y antioxidantes, en el cual hay más de los primeros y menos de los 
últimos. 
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Introducción 


La historia de los radicales libres como intermediarios reactivos inicia desde el año 1900 
con los experimentos realizados por Gomberg. Sin embargo, no fue sino hasta el decenio 
de 1960 cuando Fridovich y McCord descubrieron una enzima que eliminaba radicales 
libres a nivel fisiológico. La comunidad científica tardó años en reconocer sus hallazgos, 
pero ahora se sabe que la enzima que descubrieron era la superóxido dismutasa (SOD), 
que interviene en la eliminación del radical superóxido O,” . 

A partir de ese momento, los científicos empezaron a darse cuenta de que los radicales 
libres tienen una participación activa dentro del metabolismo celular y de los organismos. 
En los primeros años sólo se les conocía como subproductos de algunas vías metabólicas 
y se pensaba que sus efectos eran únicamente dañinos, ya que se asociaban con una gran 
diversidad de patologías como cáncer, diabetes, fibrosis y alteraciones cardiacas, 
neurológicas, renales, entre otras. No obstante, en fechas recientes se demostró que los 
radicales libres y el estrés oxidante juegan un papel esencial como segundos mensajeros y 
forman parte de las vías de señalización en procesos tan importantes como la 
proliferación y la diferenciación celulares. 

Todo ello ha propiciado el desarrollo de un nuevo campo de estudio para tratar de 
entender los efectos de los radicales libres en el metabolismo normal y patológico. En 
este capítulo se describen, de manera breve, las características y los orígenes fisiológicos 
de los radicales libres, así como sus efectos más importantes. 
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Rompimiento del enlace covalente 


Como se sabe, la mayoría de los compuestos que constituyen a los seres vivos están 
formados por moléculas que contienen carbono (C), hidrógeno (H), oxígeno (O) y 
nitrógeno (N). Todos estos elementos se consideran no metales, y por lo tanto los enlaces 
que forman entre ellos son covalentes. Recordar que para estabilizarse, los elementos 
deben tener ocho electrones (e ) en su último nivel de energía (regla del octeto) y que los 
electrones se estabilizan si se encuentran en pares (apareados) dentro de los orbitales de 
los subniveles de energía de los átomos. De modo que un elemento estable tendrá 8 e 
en su último nivel de energía, dispuestos en cuatro pares. Para poder llegar a este nivel 
de estabilidad, los elementos se unen y comparten e . Se trata del principio del enlace 
covalente. 

Por definición, un enlace covalente se lleva a cabo entre dos elementos no metálicos, 
en donde cada uno aporta un electrón para formar la pareja de e que girará alrededor de 
ambos elementos, confiriéndoles estabilidad. Aunque estos enlaces son en extremo 
estables, pueden llegar a romperse bajo ciertas condiciones, por ejemplo a temperaturas 
mayores de 200°C, o con radiación UV o rayos y. El rompimiento del enlace covalente 
puede ser de dos tipos: homolítico o heterolítico. 


D 

© La palabra heterolítico viene del griego heteros-diferente, litico-ruptura, de modo que el 
rompimiento heterolítico implica una separación en la cual un átomo o molécula se queda con el par de 
e completo y el otro se queda sin nada. El adjudicarse un e de más implica adquirir una carga 
negativa, por lo que a esta molécula se le conoce como anión, mientras que al perder un electrón 
adquiere una carga positiva y a la molécula se le llama catión (figura 24-1): 


AtB —AB=—=A'+ 3B_ 


catión anión 
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Rompimiento 
Enlace covalente heterolítico 


Catión Anión 


e” no pareado 


| 


Rompimiento 
homolítico 


| 


e” no pareado 


Radicales libres 
Figura 24-1. Rompimiento del enlace covalente. 


Por otra parte, durante el rompimiento homolítico (homo-igual, litico-ruptura), cada una 
de las moléculas conserva su e , lo que indica que ninguna tendrá un par de ellos. Esto 
genera moléculas muy inestables que requieren aparear su electrón y son conocidas con 
el nombre de radicales libres (figura 24-1): 


AB — AB > "A + *B 


Radicales libres 


D 

© Recapitulando, un radical libre (RL”) se puede definir como cualquier especie atómica o molecular 
con uno o más electrones desapareados. Los RL” se representan colocando un punto sobre el simbolo 
del átomo o grupo de átomos donde se encuentra el electrón desapareado (RL”) y su reactividad 
depende del tipo de radical del que se trate, así como de la molécula con la cual reaccione. Si dos RL’ 
se encuentran pueden unir sus e desapareados formando de nuevo el enlace covalente; cuando los 


dos RL’ son iguales, es decir, son la misma especie química, se dice que la reacción que se lleva a cabo 
es una dismutación. 


booksmedicos.org 


Cuando un RL” reacciona con una molécula que no es radical, obtiene un e con el que 
logra estabilizarse, pero al hacerlo deja un e desapareado en la molécula con que 
reaccionó, generando un nuevo radical libre. Esto se conoce como reacción en cadena 
de los radicales libres. 
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Especies reactivas del oxígeno 


Pueden existir muchos RL”; sin embargo, para las ciencias que estudian los seres vivos, 
como es el caso de la bioquímica, los más importantes son los que se forman con el 
oxígeno y el nitrógeno, a los que se conoce como especies reactivas del oxígeno (ERO) y 
especies reactivas del nitrógeno (ERN), respectivamente. Como tanto las ERO como las 
ERN involucran por necesidad al oxígeno, es importante entender la química de este 
elemento para poder comprenderlas. 

El oxígeno atómico (O) posee 8 e , de los cuales dos se encuentran en el primer nivel 


de energía, en el subnivel s (18), y seis están en su último nivel de energía (nivel 2). De 
estos últimos, 2 e se hallan en el subnivel s (2s?) y los cuatro restantes están en el 


subnivel p (2p^). Como se mencionó antes, los e deben estar apareados dentro de los 
orbitales, por lo que cada átomo de O necesita otros 2 e para completar su octeto: 


2s 2p 2p 2p 


Sin embargo, los dos orbitales p incompletos del oxígeno tienen distintas características. 
Uno de ellos es un orbital m de unión, y el otro es un orbital 1 de antiunión (n*). Esto 
significa que cuando se unen dos átomos de O para formar O», sólo son capaces de 
establecer un primer enlace covalente entre ellos (compartiendo los e que están en los 
orbitales z de unión), dejando los e de los orbitales 1* de antiunión desapareados. Esto 
forma un radical libre con dos e desapareados en orbitales distintos: 


y es por ello que la molécula de oxígeno (O,) se reconoce como un dirradical llamado 
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dioxígeno. 

Lo anterior haría suponer que el dioxígeno es una molécula muy reactiva; sin embargo, 
el hecho de que los 2 e desapareados (cada uno localizado en un orbital 1* diferente) 
tengan el mismo número cuántico de spin (o giro) complica las cosas. Para que el O, 
oxide otra molécula y acepte 2 e , que puedan ser admitidos en las vacantes de los 
orbitales, éstos deben ser de spin contrario al del e que ya está ocupando el orbital. Esto 
impone una restricción muy fuerte que hace que el O, acepte un solo electrón a la vez y 
que las reacciones sean muy lentas. Gracias a este impedimento puede haber vida en 
nuestro planeta, pues de lo contrario todas las moléculas estarían oxidadas. 

Al dioxígeno O» se le conoce como oxígeno triplete, ya que cuando se hace pasar por 
un aparato de resonancia magnética produce tres señales paramagnéticas. Una de las 
únicas excepciones para la poca reactividad del dioxígeno es cuando reacciona con 
metales de transición, que pueden donar o recibir un e a la vez; en este caso las 
restricciones quedan anuladas. 


a clínico 


Usos de los radicales libres (RL+) en análisis de diagnóstico clínico 

Como los RL son moléculas que tienen uno o más e desapareados, pueden ser atraídos hacia un campo magnético. Esto significa 
que la mayoría de los radicales tienen propiedad paramagnética. La aplicación de la energía electromagnética correcta provoca que 
los e desapareados absorban dicha energía y que por lo tanto se obtenga un espectro de absorción (por lo general un espectro 
único para cada RL). Éste es el principio básico de la conocida técnica de resonancia paramagnética del electrón (EPR, del inglés 
electron paramagnetic resonance), que ha sido muy usada para estudios biológicos y análisis de diagnóstico clínicos. 


Entonces, ¿cómo reacciona el O,? 


Bajo ciertas condiciones, como a altas temperaturas o bajo la acción de la luz solar, la 
reactividad del oxígeno puede aumentar. Al captar energía, uno de los e de los orbitales 
n* es capaz de moverse y cambiar su giro, aliviando la restricción del spin y generando 
un estado que se conoce como oxígeno singulete ON llamado así porque sólo da una 
señal de resonancia magnética. En este estado, el dioxígeno sí puede recibir e de uno en 
uno. 

Cuando un e es aceptado por la molécula del lO, en estado basal, el producto es el 
radical superóxido (O,” ). Este radical es a su vez un anión, ya que de un lado tiene un 
orbital incompleto y del otro un e extra (figura 24-2). La adición de un segundo e al 
O” da lugar al anión peróxido (0,7), que no es un radical libre porque no tiene 
electrones desapareados. Cualquier 0,7 formado a pH fisiológico se protonará de 
inmediato para formar peróxido de hidrógeno (H207). En las células, esta reacción ocurre 
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por la dismutación de dos moléculas de superóxido, catalizada por la enzima superóxido 
dismutasa (SOD) como parte de los mecanismos de defensa antioxidante, que más tarde 
degradarán el H20» convirtiéndolo en agua, por acción de enzimas como la glutatión 
peroxidasa (GPx) o la catalasa (CAT). 


a e + 
0-0. -£25:0-0 :7 £5-*0-0:7 2H ,H:0-0 :H 


A. Adiciones de e ~al oxígeno 


Fe 2+/Cu+ Fe 3+ /Cu 2+ 


RS, OH 


B. Reacción de Fenton 


Figura 24-2. A) Adición de electrones al oxígeno. B) Reacción de Fenton. 


En ocasiones se da el caso de un rompimiento homolítico del enlace covalente entre los 
dos átomos de oxígeno (O-O) que se encuentran formando el HO». Esta reacción se 
lleva a cabo mediante una catálisis química (no enzimática) y produce un anión hidroxilo 
(HO) y un radical hidroxilo (HO”). Los catalizadores de esta última reacción suelen ser 
metales de transición como el hierro (Fe) y el cobre (Cu), aunque también pueden ser 
radiaciones ionizantes u otros agentes. Tal reacción se conoce como reacción de Fenton 
y no es regulada por ninguna enzima del organismo: 


Fe** (Cu*) + H,0, —— Fe (Cu?) + OH” + HO” 


Otra manera en que se genera el radical hidroxilo es mediante la reacción de Haber- 
Weiss, también catalizada por metales: 


H-0, + 0, Fe/Cu > O, + OH” + HO" 
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Reacciones redox y grupos prostéticos 


IN 
3 

© Es importante recordar que los elementos que tienden a ceder electrones con facilidad y a oxidarse 
se conocen como agentes reductores, mientras que a los que reciben electrones y se reducen se les 
llama agentes oxidantes (cuyo prototipo es el oxígeno, de donde se deriva el nombre del proceso), es 
lógico pensar que para que un elemento se reduzca y gane electrones otro debe oxidarse. 


D 
© Por ello, al conjunto de un oxidante y un reductor se le conoce como un sistema o par redox, 
mientras que a las reacciones en que se transfiere 1 e se les llama reacciones de óxido-reducción o 


simplemente redox. Cuando se realiza la transferencia de electrones se genera una corriente eléctrica 
marcada por una diferencia de potencial entre éstos. 


© El elemento que se reduce es el que posee una capacidad oxidante mayor. La capacidad oxidante 
se denomina potencial redox (Eh), y cuanto más grande es su valor, tanto mayor es la capacidad 
oxidante del sistema y mayor es la concentración de la forma reducida. El potencial redox se mide en 


volts, aunque como su valor es muy pequeño, suele expresarse en milivolts (mV). 


Una gran cantidad de reacciones bioquímicas que se llevan a cabo en las células 
involucran reacciones redox. Esto implica que existe la posibilidad de que quede un e 
desapareado en un orbital, generando un radical libre. Para tratar de evitar la posible fuga 


de e y la generación de RL”, la mayor parte de las reacciones redox se llevan a cabo en 
compartimientos o sitios especiales dentro de las células, como son las membranas 
lipídicas. Sin embargo, ni los lípidos, ni las proteínas o los carbohidratos (todos ellos 
formados por CHON) pueden recibir un e solo, de modo que para que esto ocurra, 


existen moléculas distintas que tiene la capacidad de hacerlo sin convertirse en RL”. 


8 

Y Estos compuestos son estructuras no proteínicas que se asocian con proteínas, ya sea de manera 
covalente o no covalente, y que se conocen como grupos prostéticos. Entre los grupos prostéticos 
que pueden recibir y donar e de uno en uno se encuentran los metales de transición Fe y Cu, debido a 
que pueden cambiar su estado redox y recibir o donar e sin dejar de ser estables: 
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En particular, el Fe forma estructuras complejas que se asocian con proteínas y que 
pueden ser centros hierro-azufre [Fe-S] (figura 24-34) o grupos hemo, como los que están 
en la hemoglobina (figura 24-3B). También existen grupos prostéticos que pueden recibir 2 
e y 2 H', evitando convertirse en RL”, como el mononucléotido de flavina (FMN) 
(figura 24-3C), el dinucléotido de flavina y adenina (FAD) y las quinonas (figura 24-3D). El 
ambiente semiaislado que provee la membrana, así como la organización de los 
complejos proteínicos anfipáticos que se encuentran inmersos en ellas, permiten la 
transferencia de un solo e a través de los grupos prostéticos. Sin embargo, se ha 
demostrado que a pesar de todas estas “precauciones”, el hecho de que de manera 
constante se estén transfiriendo e de uno en uno sugiere que, de existir una fuga en el 
sistema, los e desapareados podrían generar radicales libres. 
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A) Centros hierro-azufre 


S —Cis 
s— 
Cis —S e 
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C) Mononucleótido de flavina 
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B) Grupo hemo 
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Figura 24-3. Estructuras de los grupos prostéticos. 
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Orígenes fisiológicos de las ERO 


La mitocondria se ha propuesto como uno de los principales generadores de ERO a nivel 
celular. Esto obedece a que el oxígeno que se respira gracias al intercambio de gases en 
los pulmones, y que es transportado por la hemoglobina de la sangre hasta las células, se 
utiliza como aceptor final en la respiración mitocondrial. Es decir, la función del oxígeno 
es recibir los electrones provenientes de la cadena respiratoria (CR) y, junto con protones 
de la matriz mitocondrial, formar agua metabólica como un subproducto de la oxidación 
de la glucosa. 

Dentro de las moléculas participantes en la CR se incluyen una variedad de centros 
redox con potenciales redox que van desde -320 mV (del NADH) hasta +390 mV (del 
citocromo az en el complejo IV); lo anterior sugiere que, debido a que el ambiente 
intramitocondrial es muy reductor, varios componentes respiratorios —mcluyendo las 
flavinas, los centros [Fe-S] y las quinonas— sí son desde el punto de vista termodinámico, 
capaces de transferir un e al oxígeno. Puesto que el O, es un gas que se difunde con 
libertad a través de las membranas, es muy factible que su forma activada (oxígeno 
singulete, 10») se encuentre presente en las vecindades de la CR, por lo que de existir 
fugas de e en la cadena se favorecería la reducción monovalente del 10», generando así 
el superóxido (O,° ). 

Todo lo anterior apoya la idea de que del 0.1 al 0.5% de O, que respiramos no se 
convierte en agua metabólica sino que se fuga para generar el O,” . Esto se conoce como 
la paradoja del oxígeno, ya que sin oxígeno no habría vida, pero el hecho de respirarlo 
nos va oxidando poco a poco. No obstante, la mitocondria cuenta con enzimas 
antioxidantes como la superóxido dismutasa (SOD), que transforma el O,” en peróxido 
de hidrógeno (H202), y la glutatión peroxidasa (GPx), que convierte el H,0) en H30. 
Desde hace más de 35 años, varios laboratorios han tratado de identificar el sitio exacto 
de producción de O,” en la CR, pero aún no existe un consenso al respecto. 


La contribución de cada sitio a la producción general de O,” varía dependiendo del 
órgano, del tejido y también de si las mitocondrias están respirando de manera muy 
activa (a lo que se llama estado IIT) o están en un estado muy reducido (el estado IV). Al 
parecer, el complejo II de la CR es el responsable de la mayor producción de O” en 
las mitocondrias de corazón y pulmón, mientras que el complejo I es al parecer la fuente 
principal de este radical en el cerebro en condiciones normales. Sin embargo, el complejo 
I también parece ser la fuente principal de radicales en una gran cantidad de patologías 
que van desde la enfermedad de Parkinson hasta el envejecimiento. En la actualidad 
existen un sinnúmero de evidencias experimentales que apoyan estas ideas. 

Se ha estimado que las concentraciones de ERO producidas en las mitocondrias son de 
alrededor de 10% M de O,” y 5 x 10° M de H03. Sin embargo, si los niveles de 
ERO rebasan estos valores o las concentraciones de enzimas antioxidantes son 
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insuficientes, el H20) podría convertirse en el radical hidroxilo (HO+) a través de la 
reacción de Fenton catalizada por los Fe o Cu presentes, como parte de los grupos 
prostéticos en las enzimas mitocondriales; o bien, las mismas ERO pueden dañar la 
membrana interna mitocondrial y los complejos de la CR, permitiendo la liberación de los 
metales que catalizarían la reacción de Fenton. Este mecanismo se convertiría en un 
círculo vicioso, ya que la CR alterada aumentaría la fuga de e generando más ERO que 
a su vez dañarían la CR, perpetuando así este fenómeno y desestabilizando el balance 
energético de la célula. 

Además de la CR en la mitocondria, existen otros procesos fisiológicos en las células 
aeróbicas en los que se producen ERO y ERN, entre los cuales destacan la 
destoxificación de xenobióticos por la familia de los citocromos P450, el metabolismo de 
los ácidos nucleicos mediante la xantina oxidasa, la respuesta inmunitaria contra las 
infecciones durante el fenómeno de fagocitosis y la subsecuente activación de la NADPH 
oxidasa, entre otros procesos. 


— clínico 


Granulomatosis (chronic granulomatosis disease CGD) 

Durante la fagocitosis que llevan a cabo las células del sistema inmune, es necesario que se generen ERO para eliminar a los 
patógenos y regular la respuesta inflamatoria. La enzima NADPH oxidasa (NOX) es la encargada de generar de manera 
propositivas a las ERO. La CGD es una enfermedad hereditaria en la cual existe una disfunción en la fagocitosis por la ausencia de 
algunos componentes de la NOX, que impiden que se produzcan las ERO. Esta enfermedad está caracterizada por infecciones 
bacterianas y micóticas graves y recurrentes, es un ejemplo donde se observa que las ERO son indispensables para el buen 
funcionamiento del organismo. 
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Daño oxidante a las biomoléculas 


Los radicales libres en general, y el radical hidroxilo en particular, pueden reaccionar con 
moléculas orgánicas reducidas, en especial con las que contienen enlaces dobles como los 
lípidos insaturados, los anillos aromáticos de aminoácidos y las bases nitrogenadas. 
Aunque el H2O, no es un radical libre, una parte significativa de su importancia radica en 
su potencial como precursor del HO+ y a su capacidad de difundir a través de las 
membranas y llegar a sitios distantes en la célula. Aunque el O,” es relativamente poco 
reactivo, tanto éste como el H2O, pueden liberar el hierro de la ferritina y de las 
proteínas con grupos hemo, en ese orden, lo que es relevante, ya que la célula por lo 
general mantiene secuestrados los metales de transición a fin de que no se encuentren 
disponibles para las reacciones de Fenton y de Haber-Weiss. 


euro clínico 


Uso de ERO como antimicrobianos 

Los biofilms de origen bacteriano y fúngico presentan un problema clínico en algunos casos como en heridas o infecciones crónicas 
del tejido suave, ya que tienen una alta tolerancia a los antibióticos. Una terapia alternativa que se ha propuesto recién se basa en el 
uso de ERO como antimicrobiano, en contra de bacterias grampositivas, gramnegativas hongos y virus, ya que su uso previene y 
quebranta la formación del biofilm. 


Lípidos 
La alteración más importante inducida por las ERO sobre los lípidos se debe a los daños 
generados sobre las membranas en un proceso llamado lipoperoxidación. 

De manera muy breve, la lipoperoxidación se inicia cuando el ácido graso insaturado de 
un fosfolípido que forma parte de una membrana es atacado por un radical libre. Los 
carbonos bis-alílicos que están adyacentes a las insaturaciones son muy susceptibles al 


ataque por los RL”. Así, el fenómeno comienza cuando un radical abstrae un hidrógeno 


completo (e y H^) de ese carbono, generando un radical lipídico (R°) (figura 24-4). 
Después ocurre un rearreglo molecular, y el ataque de un oxígeno singulete forma un 
radical peroxilo (ROO+). Como los lípidos dentro de las membranas se encuentran unos 
junto a otros, el ROO+ puede abstraer un hidrógeno de un ácido graso adyacente 
convirtiéndose en un hidroperóxido (ROOH). El ROOH no es un radical libre, por lo que 
puede permanecer mucho tiempo dentro de una membrana de manera estable. Sin 
embargo, la abstracción del H por el ROO+ genera otro radical lipídico Re, que a su vez 
seguirá los pasos de su predecesor, propagando el daño (figura 24-5). Por otra parte, si en 
la membrana se encuentran Fe o Cu libres, pueden inducir el rompimiento del ROOH y 
generar de nuevo el radical peroxilo (ROO+) si se abstrae un H, o generar al radical 
alcoxilo (RO+) si se rompe un HO-. Esto propagará de nuevo el daño (figura 24-6). 
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Figura 24-4. Mecanismo de inicio de la lipoperoxidación. 
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Figura 24-5. Mecanismo de propagación de la lipoperoxidación. 
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Figura 24-6. Mecanismo de Iniciación de la lipoperoxidación partiendo de hidroperóxidos. 


Existen diversas maneras de terminar la cadena de eventos anterior, como la 
dismutación, la -escisión y la ciclización, así como la terminación realizada por el 
sistema de defensa antioxidante constituido por la vitamina E, la vitamina C y el glutatión 
(GSH). En la mayor parte de los casos, los productos que se generan modifican la 
membrana y causan alteraciones importantes, como cambios en su fluidez y en su 
permeabilidad. En el primer caso, se altera la estructura de las proteínas 
transmembranales, con lo que se pierde la afinidad ligando-receptor y los mecanismos de 
segundos mensajeros (se altera el funcionamiento de hormonas y neurotransmisores). En 
el segundo caso, se pierde la facultad de actuar como barrera iónica y osmótica. Estos 
daños pueden conducir a la muerte de la célula. 


Proteínas 


El daño causado a las proteinas se lleva a cabo mediante un mecanismo de inicio similar 
al descrito para los lípidos, con la abstracción de un H, un rearreglo molecular y el ataque 
de un oxígeno singulete (figura 24-7). Según el aminoácido que reaccione con las ERO, 
puede haber cambios en la estructura primaria de una proteína, ya que un residuo puede 
modificarse y convertirse en otro diferente. Los aminoácidos más susceptibles son 
histidina, prolina, cisteína, triptófano, tirosina y en menor grado arginina, lisina y 
metionina. La presencia de ¡ones metálicos dentro de las proteínas puede catalizar la 
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descomposición del H20, a través de la reacción de Fenton, e iniciar una cadena de 
reacciones de radicales libres; este proceso se conoce como oxidación de proteínas 
catalizada por metales (MCO, del inglés metal catalyzed oxidation). 
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Figura 24-7. Mecanismo de escisión de polipéptidos por radicales libres. 


Uno de los fenómenos más importantes durante la oxidación de proteínas es la 
formación de carbonilos, que puede estar ligada a la transformación de un residuo 
aminoacídico en otro, y a la desaminación (figura 24-84). Por ejemplo, una histidina puede 
transformarse en una prolina o en un ácido glutámico y al mismo tiempo generar un 
carbonilo en la cadena lateral de un residuo vecino. Los grupos carbonilo son una 
característica distintiva de una proteína oxidada y la hacen susceptible a proteólisis. Otra 
alteración relacionada con las ERO es el entrecruzamiento intramolecular e 
intermolecular por la oxidación de cisteínas (en sus grupos SH), lo cual fomenta la 
aparición de puentes disulfuro en sitios donde no deberían existir (figura 24-8B). 
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Figura 24-8. Efecto de los radicales libres sobre las proteínas. (A) Reacción entre un radical hidroxilo y un 
residuo de lisina; (B)Reacción de oxidación de residuos de cisteína promovida por un radical hidroxilo. 


Este tipo modificaciones, además de cambiar la conformación tridimensional de las 
proteínas, promueven su agregación, minando su funcionalidad. Sin embargo, la 
formación de puentes disulfuro puede revertirse por acción de algunas enzimas como las 
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proteín-sulfuro isomerasas. Otro desenlace durante la oxidación de las cisteínas es la 
oxidación de los grupos sulfhidrilo, que los convierte en los ácidos sulfénico (R-SOH), 
sulfínico (R-SO2H) y sulfónico (R-SO3H). Es importante mencionar que los grupos tiol 
en las cisteínas se encuentran muy protegidos para prevenir su oxidación; para ello la 
célula trata de mantener un estado redox relativamente reducido mediante el sistema del 
elutatión (GSH) y las tiorredoxinas. 

De todas estas modificaciones, sólo las de los aminoácidos con azufre pueden 
revertirse de manera enzimática, exceptuando aquellas en que los aminoácidos se han 
superoxidado en especies sulfónicas, que junto con el resto, deben eliminarse de manera 
selectiva para prevenir la acumulación de proteínas no funcionales y dañadas. El estrés 
crónico y la oxidación continua de las proteínas pueden llevar al desdoblamiento o al 
plegamiento defectuoso de las proteínas, así como a la formación de oligómeros tóxicos 
de proteínas o agregados que se acumulan en los lisosomas, en lo que se conoce como 
lipofuscina o bien en el citosol, formando agregados insolubles con alto peso molecular 
que contribuyen a enfermedades neurodegenerativas como las de Alzheimer y Parkinson 
(capítulo 35). 


DNA nuclear 


Se ha aceptado que en ciertas condiciones fisiológicas especies como O,” , H20, u óxido 
nítrico (NO) tienen muy poca o nula capacidad de reaccionar con el DNA, por lo cual se 
considera que es el HO» el que lo hace de manera preferente. Los daños directos al DNA 
pueden ocurrir sobre las bases púricas y pirimídicas, sobre los azúcares (desoxirribosa) o 
en ambos sitios. Cuando el HO» ataca las bases nitrogenadas no hay abstracción del H, 
como ocurre en los lípidos o en las proteínas, pues el HO» se une de manera directa a la 
base nitrogenada formando un aducto. Hasta la fecha se han reportado más de 20 
aductos diferentes formados durante la oxidación del DNA. Entre los más estudiados 
están los derivados de la guanosina, donde se sabe que el HO+ se puede unir a las 
posiciones 4, 5 u 8 del anillo purínico. La adición al carbono 8 produce un aducto radical 
C-8-OH, llamado 8-oxo-7,8-dihidro-2”-desoxiguanosima u 8-OHdG (figura 24-9). Su 
cuantificación ha ganado popularidad sobre la de otros tipos de aductos, puesto que es 
una de las especies químicas más abundantes y resistentes que se producen cuando se 
oxida el DNA. La generación de los aductos induce alteraciones en los puentes de 
hidrógeno que estabilizan la complementarización en la doble cadena del DNA, de 
manera que durante el proceso de duplicación, la enzima DNA-polimerasa puede tener 
errores y generar transversiones y translocaciones. 
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Figura 24-9. Modificaciones de la guanina por acción de los radicales libres. 


Los aductos originan mutaciones puntuales en el DNA. El daño en los azúcares sigue 
un mecanismo similar al de la lipoperoxidación, iniciando con la abstracción de un H y el 
ataque de un oxígeno singulete, que finaliza con el rompimiento del enlace fosfodiéster, 
con el resultado de escisiones de una o ambas cadenas. En resumen, el daño en las bases 
da como resultado mutaciones puntuales, mientras que el daño sobre los azúcares genera 
rompimientos de las hebras del DNA. Existe una gran cantidad de evidencia experimental 
que involucra daño oxidante sobre el DNA y decremento de la capacidad de los 
mecanismos de reparación con el proceso del envejecimiento (capítulo 35), y de una gran 
diversidad de enfermedades como el cáncer (capítulo 36). 


DNA mitocondrial 


Por su origen endosimbiótico, las mitocondrias (como los cloroplastos) ocupan una 
posición única entre los organelos, pues poseen un genoma propio y la maquinaria para 
transcribirlo y traducirlo. En el caso de las mitocondrias de los mamíferos, se ha 
informado que el DNA mitocondrial (mtDNA) tiene estructura circular y codifica para 13 
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subunidades de la cadena respiratoria, 22 RNA de transferencia y 2 RNA ribosomales. 
Estas proteínas son básicas para el funcionamiento del organelo, por lo que el daño en el 
genoma mitocondrial afecta de manera directa dichas funciones. 

Algunas de las razones por las que se ha propuesto al mtDNA como el sitio más 
susceptible al daño oxidante son las siguientes: 


1. La proximidad del mtDNA a las ERO generadas durante la actividad de la cadena 
respiratoria. 

2. La carencia de proteínas tipo histonas que cubran y protejan el mtDNA. 

3. La ineficiencia de la maquinaria mitocondrial para reparar daños en el mtDNA. 

4. La velocidad de divergencia y la propensión a errores es mayor en el mtDNA que en 
el DNA nuclear, debido a que se duplica con una frecuencia 5 a 10 veces mayor. 

5. El tamaño y la compactación del genoma mitocondrial, así como la segregación 
somática de genomas mitocondriales durante la división celular. 


Se supone que los RL” producidos en la mitocondria se encuentran en mayor proporción 
que los resultantes del metabolismo celular, y que la reacción de esos radicales con las 
macromoléculas mitocondriales durante la vida del organismo produce daños progresivos. 
En particular, se ha informado que la acumulación de mutaciones en el mtDNA 
contribuye de manera fundamental al fenómeno del envejecimiento y a las enfermedades 
degenerativas como las de Alzheimer y Parkinson (capítulo 35), así como a diversas 
miopatías mitocondriales. 
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Sistemas de defensa antioxidante 


El organismo cuenta con sistemas antioxidantes que contrarrestan el efecto de las ERO. 
Esta primera línea de defensa se ha dividido en antioxidantes de tipo enzimático como 
superóxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutatión peroxidasa (GPx) y las 
tiorredoxinas, entre otras, que son producidas de manera directa por el organismo, y 
otros no enzimáticos, como las vitaminas A, C, E, que se adquieren de los alimentos, o el 
tripéptido glutatión (GSH), que el organismo sintetiza a partir de aminoácidos. 
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Antioxidantes no enzimáticos 


Aquí se consideran de manera preferente como antioxidantes no enzimáticos a las 
vitaminas, en particular las vitaminas E (a-tocoferol), C (ácido ascórbico) y A (cuyo 
precursor es el f-caroteno), las cuales ya fueron descritas de manera muy detallada en el 
capítulo 12 de este libro. 

En general, las vitaminas y algunas otras moléculas que se encuentran en las plantas, 
como el licopeno y los flavonoides, se consideran moléculas atrapadoras de radicales 
libres, cuya característica es tener enlaces dobles conjugados. Una particularidad 
interesante del funcionamiento de las vitaminas es que, en muchos casos, deben actuar 
en conjunto con el GSH para poder eliminar las ERO (figura 24-10). 
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Figura 24-10. Mecanismo de acción de las vitaminas como atrapadoras de electrones. 
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Glutatión 


El glutatión es un tiol no proteínico cuya estructura primaria es y-glutamil-cistemilglicina. 
Este tripéptido tiene características estructurales particulares que le permiten ser una 
molécula muy estable. Una de ellas es que el enlace peptídico entre el amino terminal del 
glutamato y el residuo cisteína no se forma a través del carboxilo a como es normal para 
los enlaces peptídicos, sino a través del carboxilo y del glutamato. Este enlace tan 
peculiar le proporciona resistencia contra la acción de todas las peptidasas que se 
encuentran en el citosol y sólo es susceptible a la degradación por una enzima 
especializada conocida como y-glutamiltranspeptidasa (GGT), que se encuentra en la 
parte externa de la célula. Esto significa que para que el GSH se degrade, debe 
transportarse fuera de la célula. 

Otra particularidad muy importante de esta molécula es que posee un grupo sulfhidrilo 
o tiol (-SH) que le permite donar átomos de hidrógeno, tanto para reducir moléculas 
oxidadas como para neutralizar RL”. Así, el GSH puede participar en la regulación de los 
puentes o enlaces disulfuro de las proteínas, además de que sirve para deshacerse de 
moléculas oxidantes y electrófilos (figura 24-11). El GSH trabaja en parejas porque cuando 
dos de estas moléculas donan sus H, en lugar de generar un nuevo RL” forman entre 
ellas un puente disulfuro (SS), lo cual las estabiliza. 
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Figura 24-11. Funciones antioxidantes del GSH: 1) neutralización de peróxidos; 2) neutralización de radicales 
libres; 3) metabolismo degradativo de electrófilos; 4) regeneración del glutatión reducido a partir del oxidado. 


El GSH se encuentra en altas concentraciones en todas las células, y debido a la 
importancia que tiene dentro de la fisiología celular y el mantenimiento del estado redox 
celular, el decremento de los niveles de GSH (glutatión reducido) en comparación con los 
niveles de GSSG (glutatión oxidado) se ha relacionado con la etiología y la progresión de 


una gran cantidad de enfermedades. 
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Antioxidantes enzimáticos 


Superóxido dismutasa 


La enzima superóxido dismutasa (SOD) es la encargada de convertir el radical 
superóxido en una molécula menos reactiva, como el H>0», en una reacción que se 
conoce como dismutación: 


o,” + O, + 2H* ——p H,O, E O, 


Existen varios tipos de SOD, pero los más importantes son tres. La SOD tipo 1 tiene 
como cofactores al cobre y al zinc (CuZn-SOD o SOD1) y se encuentra de manera 
constitutiva en el citosol. La SOD tipo 2 posee al Mn como cofactor (Mn-SOD o SOD2), 
y es una isoforma inducible que está presente en el interior de las mitocondrias. Por 
último, existe un tercer tipo de SOD que se localiza fuera de la célula y está asociada a la 
matriz extracelular; al igual que la SOD1, tiene asociado cobre y zinc, y se conoce como 
SOD3 o EC-SOD. Si bien las tres realizan la misma actividad catalítica, guardan grandes 
diferencias en cuanto a su estructura y organización. El hecho de que existan diferentes 
variantes de esta enzima en los diversos compartimientos celulares demuestra la 
dificultad que tiene el O,” para atravesar las membranas lipídicas y resalta la 
importancia fisiológica de mantener un nivel controlado de dichas especies. 

Las SOD se han utilizado como agentes protectores frente a una gran diversidad de 
estados patológicos, entre los que se encuentran los procesos inflamatorios, daño pos- 
isquémico a los tejidos, y algunos tipos de cáncer, entre otros. Por otra parte, una 
mutación en los genes que codifican esta enzima, o un mal funcionamiento de ella, 
pueden propiciar el desarrollo de varias enfermedades, en especial de tipo neurológico o 
vascular. Resulta muy interesante el hecho de que se ha informado que la eliminación 
total del gen de la SOD2 en ratones es letal; es decir, los ratones que no poseen dicha 
enzima no llegan a término, lo que demuestra la trascendencia de la SOD2. 


Catalasas y peroxidasas 


Las peroxidasas son las enzimas responsables de eliminar los hidroperóxidos, tanto el 
H20% como los ROOH. Esta descomposición ocurre mediante una Óxido-reducción que 
emplea una molécula específica como agente reductor. Las peroxidasas pueden utilizar 
agentes reductores diferentes para llevar a cabo esta reacción y pueden tener mecanismos 
catalíticos distintos. Las enzimas que eliminan peróxidos se dividen en dos grupos, 
catalasas y peroxidasas. 

La catalasa (CAT) es una enzima que se encuentra en mayor medida en los 


booksmedicos.org 


peroxisomas, y protege la célula de la acumulación de H0O, degradándolo hasta 
convertirlo en agua. Para llevar a cabo su función, la CAT emplea una segunda molécula 
de H2O, como agente reductor, por lo que no necesita de ningún otro sustrato: 


H20; + H30, 


2H,0 + O, 


Además, se sabe que la CAT también puede actuar como una peroxidasa utilizando un 
agente reductor (RH»): 


La catalasa tiene una afinidad relativamente baja por su sustrato pero con una Vmáx 
alta, por lo que más a menudo se encuentra activa cuando existen altas concentraciones 
de HO». Esta enzima se ha utilizado para tratar procesos en que se ha involucrado al 
H20, como el principal agente dañino, por ejemplo en el daño por inflamación y en la 
enfermedad xerodermia pigmentosa. 

Por otra parte, las peroxidasas son mucho más afines al H20, y a los ROOH, por lo 
que tienen la capacidad de eliminarlos cuando se encuentran a bajas concentraciones, 
aunque necesitan un agente reductor para poder llevar a cabo su función. 

Entre las peroxidasas más importantes se encuentra la glutatión peroxidasa (GPx). Esta 
enzima requiere la participación del glutatión reducido (GSH) como agente reductor: 


GPx 
H,O, + 2GSH ———= GSSG + 2H,0 


La GPx también cataliza la reducción dependiente del GSH de los hidroperóxidos de los 
ácidos grasos, por ejemplo, los productos de la lipoperoxidación de los ácidos linolénico y 
linoleico, del 7f-hidroperóxido del colesterol y varios hidroperóxidos sintéticos, como el 
cumeno y los t-butil hidroperóxidos. En todos estos casos el grupo peróxido (ROOH) es 
reducido a alcohol (ROH): 


ROOH + 2GSH ———=> GSSG + H,O + ROH 
La GPx es una selenoproteína. El selenio (Se) es un elemento esencial que participa en 
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muchos procesos biológicos y es también un micronutriente fundamental para el 
mantenimiento óptimo del sistema inmunitario, por lo que muchas enfermedades están 
asociadas con su deficiencia. Se ha propuesto que las GPx selenodependientes 
intervienen en la modulación de la respuesta inflamatoria. La deficiencia de selenio puede 
estar asociada con muchos tipos de cáncer, incluyendo los de esófago, estómago, colon y 
próstata. Dicha deficiencia provoca pérdida de la actividad de otras selenoproteínas, de la 
estabilidad de los mRNA y de la traducción de las proteínas. 


Tiorredoxinas 

Las tiorredoxinas (Trx) son una familia de proteínas pequeñas (12 kDa) que se encuentra 
muy conservada en la escala evolutiva. Están implicadas en un gran número de funciones 
celulares, entre la que se destaca su actividad antioxidante. De manera similar al GSH, las 
proteínas de la familia de las Trx presentan en su sitio catalítico dos cisteínas con grupos 
sulfhidrilo reducidos (-SH), por lo que a la enzima reducida se le representa como Trx- 
[SH]. Estas cisteínas son capaces de transferir sus equivalentes reductores y, por tanto, 
oxidarse de manera reversible, para generar la especie oxidada de la enzima (Trx-S-S- 
Trx). La reacción para regenerar la Trx reducida (Trx-[SH],) es catalizada por la enzima 
Trx reductasa (Trx-R), que es una flavoproteína dependiente de NADPH. 


Peroxirredoxinas 


Recién se ha reconocido como antioxidantes a las peroxirredoxinas, una familia de 
peroxidasas pequeñas (22-27 kDa) no dependientes de selenio. En mamíferos esta 
familia se compone de seis isozimas, las peroxirredoxinas (Prx) 1 a 6. Se sabe que las Prx 
tienen la capacidad de reducir el H>20», los hidroperóxidos orgánicos y quizás el 
peroxinítrito, por lo que realizan una función importante en los sistemas antioxidantes de 
mamíferos, en donde participan en conjunto con las Trx y las Trx-reductasas. Además de 
su papel protector contra el estrés oxidante, las Prx también actúan en la regulación de 
varias vías de transducción de señales y en la actualidad existe suficiente evidencia 
experimental para corroborar que participan en la protección contra diversos trastornos 
neurológicos en los cuales se encuentra involucrado el estrés oxidante. 
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Estrés oxidante y transducción de señales 


En condiciones metabólicas normales, debe existir un balance entre los procesos 
oxidantes, en donde hay producción de ERO, y los sistemas de defensa antioxidante y de 
reparación del daño oxidante. Lo anterior mantiene la homeostasis celular y la regulación 
del estado redox intracelular mediante retroalimentaciones positivas y negativas. Sin 
embargo, cuando no se mantiene un balance entre ellos, ya sea por la pérdida o la 
disminución del sistema protector, por un aumento en la producción de las ERO o por 
ambos factores de manera simultánea, se dice que existe un estado de estrés oxidante, 
que ocasiona graves disfunciones metabólicas. 

Es por esto que para hablar de daño por especies oxidantes, habrá que considerar el 
concepto de estrés oxidante, que no es el estado habitual de las células, sino que se da 
durante los estados patológicos, o bajo algunas circunstancias especiales, como durante el 
envejecimiento o la hipoxia-reperfusión. 

Cabe mencionar que aunque la célula debe mantener cierto estado redox para estar en 
homeostasis, esto no implica que el balance entre las especies reducidas y oxidadas se 
mantenga siempre igual. Se trata de un proceso dinámico durante el cual varios factores 
de crecimiento y citocinas, así como enzimas, entre las que destaca la NADPH oxidasa 
(NOX), producen ERO, como intermediarias en la señalización. Se sabe que los cambios 
sutiles en el equilibrio redox permiten un control versátil en la expresión génica y de 
transducción de señales, así como de las vías relacionadas con el crecimiento, 
proliferación, diferenciación y muerte, entre otras actividades celulares. 

Al parecer, este tipo de regulación está asociada con la oxidación o la reducción de los 
grupos tiol (-SH) de los residuos cisteína en los sitios catalíticos de algunas proteínas que 
se han considerado “detectoras” del estado redox. Dichas proteínas cambian su 
conformación al oxidar o reducir los tioles (de -SH pasan a —S-S—), por lo que pueden 
activar ciertas vías de señalización o liberar factores de transcripción que se activan y son 
capaces de translocarse al núcleo. Entre los factores de transcripción que se sabe 
responden a cambios en el estado redox se encuentran las moléculas de AP1, NFkB y 
Nrf2. 
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Teoría del envejecimiento por radicales libres 


La teoría del envejecimiento por radicales libres propuesta por D. Harman en el decenio 
de 1950-59, sugiere que la pérdida de funciones celulares relacionada con el 
envejecimiento es el resultado de la acumulación del daño oxidante no reparado sobre los 
distintos componentes celulares, producto de los radicales libres. Desde entonces se han 
acumulado muchas evidencias experimentales que correlacionan el aumento de la edad 
con el incremento de los daños oxidantes en las biomoléculas. 

Sin embargo, en los años recientes se demostró que el eliminar a las enzimas 
antioxidantes (usando animales mutantes) o bien sobreexpresarlas (con animales 
transgénicos), si bien afecta la cantidad de daño acumulado no aumenta o disminuye la 
longevidad. Ello ha hecho que se replantee la hipótesis y hoy en día la generación de 
daño oxidante con la edad se ha asociado a ciertas enfermedades más no a la longevidad 
misma. 
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1 ¿Cuál de las siguientes moléculas no es un radical libre? 


a) H202 
b) :OH 
e) CClz* 


d) 02 


2 El primer evento durante la lipoperoxidación es: 


a) El rearreglo molecular. 

b) Ataque de un oxígeno singulete. 
c) Abstracción del hidrógeno. 

d) Eliminación de un electrón. 


3 Los catalizadores de la reacción de Fenton son: 


a) M e 2/Cu*! 
b) Fe*2/Cu*l 
c) Zn*2/Cu*l 
d) Mn*2/Cu*! 


4 Los grupos son un distintivo de una proteína oxidada y la hacen susceptible a proteólisis 


a) Metilos. 
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b) Sulfhidrilos. 
c) Carbonilos. 
d) Hidroxilos. 


5 ¿El daño oxidante en las bases nitrogenadas del DNA da como resultado? 


a) Rompimiento del enlace fosfodiester. 
b) Rompimientos de cadenas dobles. 

c) Mutaciones puntuales. 

d) Transversiones. 


6 Es un ejemplo de un antioxidante no enzimático 


a) Ácido ascórbico. 
b) Ácido cítrico. 

€) Ácido acético. 

d) Ácido propiónico. 


7 El aminoácido que le confiere la capacidad antioxidante al glutatión es: 


a) Cisteína 

b) Ácido glutámico 
c) Glutamina 

d) Glicina 


8 El agente reductor que emplea por lo general la catalasa para degradar al H207 es: 


a) NADPH 
b) NADH 
c) GSH 

d) H202 


9 Enzima antioxidante que es una selenoproteína 


a) Tiorredoxina. 

b) Superóxido dismutasa. 
c) Catalasa. 

d) Glutatión peroxiodasa. 


10 Esta enzima genera ERO y participa en la señalización celular 


a) NADPH oxidasa. 

b) Lactato deshidrogenasa. 
c) Glutatión oxidasa. 

d) Piruvato deshidrognasa. 


Respuestas: 1. a; 2. c; 3. b; 4. c; 5. c; 6. a; 7. a; 8. d; 9. d; 10. a; 
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e Metas 

e Niveles de integración 

e Niveles de regulación 

e Principios generales en la regulación de vías metabólicas 
e Integración a nivel celular 

e Especialización metabólica de los tejidos 


e Regulación hormonal 
e Organización del sistema endocrino en los mamíferos 


e ua clave 


1 ¿Cuál es la función de la homeostasis? 

2 ¿En qué consisten los niveles del control del metabolismo? 

3 ¿Cuál es la ventaja de la comp artamentalización? 

4 ¿Qué significa una encrucijada metabólica? 

5 ¿Cuál es la relevancia de un metabolismo particular por tejido? 


6 ¿Cuál es el papel de las hormonas en la regulación del metabolismo? 


La alimentación de las personas de distintas regiones de seguro muestran variaciones 
significativas que son compatibles con un estado de salud adecuado; esto, a pesar de que 
unos pueblos tienen como base de su alimentación el arroz, otros las grasas de pescado o 
bien, una mezcla de sangre y leche. Asimismo, en un mismo individuo, la ingesta puede 
variar de forma amplia en su cantidad, así como en la proporción de carbohidratos, 
lípidos y proteínas. Esto sugiere la presencia de un sistema de adaptación, integración, 
regulación y coordinación del metabolismo muy eficiente y preciso. Es otras palabras, el 
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organismo de los seres humanos tiene los mecanismos que le permiten mantenerlo sano, 
con independencia del estilo de vida en el terreno alimentario. Este capítulo ofrece un 
resumen de los principales sistemas de integración del metabolismo. 
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Metas 


Una célula o un ser humano intercambian de forma continua materia y energía con el 
entorno que los rodea. Al suspenderse el intercambio, desaparece esa propiedad que 
llamamos vida. Una de las condiciones para mantener y perpetuar la vida es la 
conservación de la homeostasis, o sea, la constancia del medio interno dentro de límites 
estrechos. Dicha homeostasia es el resultado de múltiples sistemas de ajuste; no es la 
ausencia de cambio, sino una situación de equilibrio dinámico. La constancia del medio 
interno en los seres vivos contrasta con los cambios continuos en el entorno que los 
rodea; por lo tanto, los seres vivos disponen de un conjunto de mecanismos de 
adaptación para integrar y dar armonía al metabolismo y lograr la homeostasia. Los 
organismos más adaptados a su entorno, los que mejor integran su metabolismo y 
alcanzan la homeostasia, son los que sobreviven. La meta de la integración metabólica 
individual, desde el organismo unicelular hasta el ser humano, es la supervivencia. 

Las diferentes formas de integración metabólica, de seguro ha sido de enorme 
importancia en la evolución de las especies, la cual puede concebirse como la capacidad 
de adaptación al entorno, lo que se traduce en un mayor número de copias de DNA o un 
mayor número de individuos de la especie. 
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Niveles de integración 


Como motivo de estudio, el nivel más sencillo de integración es el de la vía metabólica 
aislada analizada desde su operación integral, identificando las enzimas clave y sus 
moduladores, entre otros, tal como se observa en la célula íntegra e incluso en el 
organismo como un todo. El siguiente nivel de integración se aprecia en los organelos 
celulares, los cuales comparten metabolitos a través de transportadores específicos. El 
nivel subsecuente incluye a la célula, incluso puede estudiarse la integración metabólica a 
nivel de tejidos, o bien de órganos. en donde es preciso incluir las moléculas mensajeras, 
que llevan información a las células adyacentes, y al medio de comunicación entre las 
células como participantes de la integración metabólica. Un último nivel de integración 
metabólica es el del organismo completo. Por último, es importante considerar que en la 
integración metabólica del individuo, los sistemas de integración del metabolismo 
establecidos en todos los niveles señalados se suman y se encuentran funcionando de 
manera activa e interactuando. 
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Niveles de regulación 


En el ser humano hay tres niveles de regulación del metabolismo. El primer nivel se 
realiza a nivel enzimático, permitiendo que cada célula controle sus procesos 
metabólicos. El segundo nivel corresponde al hormonal, las cuales juegan un papel 
relevante al dictar a ciertos grupos celulares u órganos el tipo de actividad metabólica que 
deben seguir en beneficio de la integridad del individuo. Por último, está el nivel 
genético, un método de control a largo plazo que responde a estímulos tanto internos 
como externos del medio ambiente en donde se desenvuelve el individuo. 


Regulación a nivel enzimático 


En el control a nivel enzimático se deben considerar varios factores como son la 
concentración de sustratos y productos, de las enzimas, ciertos metabolitos moduladores 
y la localización de las vías en compartimiento específicos, como se describe adelante. 

El nivel más sencillo de integración metabólica es el de la vía metabólica, en donde la 
regulación puede depender de una o varias enzimas. En varios capítulos se ha revisado la 
regulación en donde las enzimas adquieren relevancia. Por un lado está la concentración, 
ya que como se revisó en capítulos anteriores, hay enzimas constitutivas e inducibles. 
Esto quiere decir que en función de la actividad celular, la concentración de ciertas 
enzimas puede ser un factor que regula la velocidad de una vía metabólica. También se 
observó que la actividad de las enzimas depende de la concentración de los sustratos y en 
algunos casos, su transformación en producto puede ser un inhibidor de la enzima que lo 
formó. Esto significa que la actividad de las enzimas en la regulación metabólica también 
depende de la concentración de los metabolitos, incluso, de algunos que no son propios 
de la vía. 

De acuerdo al tipo de enzima, existen moduladores tanto positivos como negativos, que 
regulan la actividad de las enzimas alostéricas, siendo un factor relevante que mantiene 
coordinado el metabolismo entre diferentes vías. 

Un aspecto que también se debe considerar es la localización de los metabolitos y sus 
enzimas distribuidos en los diferentes organelos celulares. Un ejemplo ilustrativo es el 
estudio de la síntesis de colesterol, en la cual participan tanto las mitocondrias como el 
citoplasma, en donde los sistemas tanto de transporte a nivel membranal como las 
coenzimas necesarias en ambos compartimientos permiten que se realice de manera 
coordinada la colesterogénesis. 


Regulación a nivel hormonal 


Las hormonas son un conjunto de moléculas que se producen en tejidos específicos que 
llevan la señal a tejidos blanco o células dianas para que modifiquen su metabolismo en 
beneficio del sujeto. En términos generales, las hormonas tienen una estructura proteica o 
lipídica. En el caso de las hormonas proteicas, éstas desencadenan una serie de 
reacciones que tienen como objetivo amplificar una señal a través de segundos 
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mensajeros que culmina, por ejemplo, en la liberación de cantidad suficiente de glucosa 
en el torrente circulatorio ante una situación de estrés, como es el caso de la acción de la 
adrenalina. En este ejemplo y como se revisó en el capítulo 16, existen una serie de 
modificaciones al metabolismo a través de sus diferentes enzimas que le permiten al 
organismo responder de manera eficiente y mantener su integridad funcional. 


Regulación a nivel genético 

El nivel de regulación genética implica, por un lado, los cambios que se producen como 
consecuencia del efecto que tiene el ambiente en donde se desenvuelve el individuo 
(epigenética), y por otro, la cambios que las propias células generan como producto de 
los estímulos hormonales o de los metabolitos que se ejercen sobre la expresión de genes. 
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Principios generales en la regulación de vías metabólicas 


Si bien la integración de cada vía metabólica completa es única y exclusiva, hay varios 
principios generales que se repiten y coadyuvan a la regulación y posterior integración de 
cada una de las vías. En el capítulo 17 se detallaron principios generales que se aplican a 
la regulación de las vías metabólicas como: el flujo de sustratos depende en buena 
medida de la “funcionalidad” de las enzimas clave, que a su vez depende de la cantidad 
de enzima, de sus propiedades catalítica (controlada en parte por moduladores alostéricos 
y modificaciones covalentes reversibles) y, desde luego, la disponibilidad de sustrato. 

El estudio de los modulares alostéricos que actúan como inhibidores o activadores de 
las enzimas clave en las diversas vías metabólicas, es importante porque son un referente 
del estado energético que en su momento tiene la célula. Por ejemplo, un incremento de 
los niveles de ADP y AMP está asociado de forma directa a un decremento de ATP y 
viceversa, dado que la concentración de los nucleótidos de adenina intracelular 
permanece casi constante. Los niveles elevados de ADP y AMP indican que la célula 
requiere de la síntesis de ATP, por lo que estos nucleótidos de adenina son uno de los 
muchos indicadores alostéricos que modifican la actividad de las enzimas para garantizar 
la viabilidad celular. El cuadro 25-1 ofrece ejemplos ilustrativos que se comentan con 
mayor detalle en la siguiente sección. 


Cuadro 25-1. Principales modulares fisiológicos de las vías metabólicas en un hepatocito 


Glucogenólisis Fosforilasa AMP ciclico, Ca2+ AMP 

Glucólisis Fosfofructocinasa AMP cíclico, ATP, citrato, Fructosa 2,6-bisfosfato, AMP, 
fosfoenol piruvato ADP 

Oxidación del piruvato Piruvato deshidrogenasa Acetil-CoA, NADH, ATP CoA. NAD?. AMP. ADP 


piruvato, Ca?* 


Vía de las pentosas Glucosa-6-fosfato NADPH NADP? 
deshidrogenasa 

B-Oxidación Carnitina acil-transferasa I malonil-CoA OAA NADI 

Oxidación de cuerpos Oxalacetato Acetil-CoA 

cetónicos 

Ciclo de los ácidos Citrato sintasa ATP ADP 

tricarboxílicos Isocitrato deshidrogenasa 


Inhibidores: ATP, NADH 


Activadores: Ca? ADP 
2-alfa-cetoglutarato 
deshidrogenasa 


Cadena respiratoria NADH, FADH> N AD”, FAD 


Fosforilación oxidativa ATP sintasa ATP ADP 


Proteólisis 
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Desaminación Deshidrogenasa glutámica GTP, ATP GDP, ADP 


Glucogénesis Glucógeno sintasa AMP cíclico, Ca2* Glucosa-6-fosfato 
Gluconeogénesis Piruvato carboxilasa ADP Acetil-CoA 

Fructosa 1,6-bisfosfatasa AMP, fructosa 2,6-bisfosfato ATP, AMP cíclico 
Lipogénesis Acetil-CoA carboxilasa Acil-CoA, AMP cíclico Citrato, ATP, NADPH, acetil- 

CoA 

Síntesis de colesterol Hidroximetilglutaril-CoA Colesterol, mevalonato, ácidos ATP 

reductasa biliares 
Síntesis de proteínas GDP, ADP, cetoácidos ATP, GTP, aminoácidos 
Ureogénesis Carbamil-fosfato sintetasa I N-acetil-glutamato, ATP 


Complejos multienzimáticos. Algunas de las vías metabólicas muestran una 
organización de las enzimas que la constituyen en forma de complejos multienzimáticos. 
Un buen ejemplo es el de la biosíntesis de los ácidos grasos. El sustrato, precursor de un 
ácido graso, se incorpora de modo covalente a un “brazo móvil” que lo presenta, en 
orden, a varias enzimas de la vía, cada una de las cuales cataliza un cambio químico. De 
esta forma, los intermediarios no se liberan al citoplasma para que ocurra la siguiente 
etapa dentro de la vía de síntesis, sino que se mantienen atrapados en el complejo, con lo 
que se facilita la síntesis del compuesto final. Parecería una fábrica ensambladora de 
automóviles: la línea de producción transporta el vehículo, al cual se van añadiendo las 
partes hasta formar el producto final. 

El ejemplo de la síntesis de los ácidos grasos no es el único. Los hay más sencillos, 
como la biosíntesis de las bases púricas y pirimídicas, o mucho más complejos, como la 
biosíntesis de las proteínas. En todos ellos, el complejo multienzimático ofrece ventajas 
en cuanto a la eficacia y eficiencia del proceso, lo cual contribuye a la regulación e 
integración de las vías metabólicas. 


901. 
booksmedicos.org 


Integración a nivel celular 


Tal vez la primera premisa sobre la integración del metabolismo celular sea la 
coordinación entre los procesos anabólicos y catabólicos. Una vez establecida esta 
coordinación, la segunda premisa de integración definirá algunas características del 
catabolismo: ¿qué tipo de combustible se usa?, ¿qué vía catabólica tiene preferencia? 
Para el anabolismo la pregunta sería: ¿qué se sintetiza? 

El diseño del metabolismo celular, orienta sobre las soluciones empleadas por las 
células en la coordinación e integración de su metabolismo. Así, es claro que las vías 
catabólicas son distintas de las anabólicas, lo cual facilita una regulación diferencial y 
mayor integración; la vía catabólica de los carbohidratos o de los lípidos es distinta de la 
vía anabólica de tales compuestos. 

La función primordial de las vías catabólicas es la oxidación de los sustratos, derivados 
de los carbohidratos, los lípidos o los aminoácidos, para generar NADH, FADH; y ATP, 
la moneda energética celular. La función del anabolismo es formar las moléculas propias 
de la célula a partir de un pequeño número de moléculas precursoras, con el concurso del 
NADPH y el ATP. Nótese que los equivalentes reductores generados durante el 
catabolismo son el NADH y el FADH,, mientras que durante el anabolismo se utiliza el 
NADPH, todo lo cual coadyuva a una mejor coordinación e integración metabólica. 
Además, como se mencionó en el capítulo 17, el ATP y los equivalentes reductores 
(NAD(P)H) son el puente de unión entre el catabolismo, donde se genera, y el 
anabolismo, donde se usa. La síntesis de moléculas propias de la célula (glucógeno, 
lípidos especializados, proteínas, RNA, DNA, entre otras), sólo podrá ocurrir si existe 
ATP y NAD(P)H disponibles. 

En este sentido, parece lógico que moléculas como ATP, NADH y otras incluidas en el 
cuadro 25-1, funcionen como señales que inhiben vías metabólicas responsables de su 
misma generación, o bien que activen vías metabólicas encargadas de la biosíntesis de 
compuestos propios de la célula. De manera recíproca, un exceso en la poza de 


moléculas como ADP, NAD” y otras (cuadro 25-1), funciona como señales de carencia de 
energía para la síntesis de compuestos propios de la célula, que activarán vías que 
forman ATP y NADH, e inhibirán vías metabólicas que los consuman. Un análisis de las 
moléculas del cuadro 25-1, en función de las rutas metabólicas en las que participan, 
permite concluir que se trata de dos grupos de compuestos que dan señales opuestas; por 
un lado, la satisfacción de las demandas energéticas celulares, y por el otro, la 
insatisfacción de éstas. En el primer grupo están el ATP y los sustratos que pueden 
generarlo con facilidad, y en el otro, se encuentran el ADP y otras moléculas que se 
acumulan cuando aumenta el ADP y disminuye el ATP. Las moléculas que se mencionan 
en el cuadro 25-1 son las más representativas en la coordinación de los procesos anabólicos 
y catabólicos. Véase también que cada molécula señal tiene su pareja, en la que se 


convierte con gran facilidad; por ejemplo, NAD* y NADH, o bien CoA y acetil-CoA, y 
mientras un miembro del par es señal de insatisfacción energética celular, el otro es señal 
de satisfacción energética celular. 
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Existe otra conexión entre los procesos catabólicos y los anabólicos, que coadyuva en 
la coordinación de ambas vías a nivel celular. Las moléculas producidas a lo largo del 
catabolismo son los bloques que se utilizan en el anabolismo para la síntesis de moléculas 
propias de la célula. En realidad, se trata de unos cuantos precursores con los cuales la 
célula llega a formar cientos y miles de compuestos propios. Un excelente ejemplo es el 
de los aminoácidos y las proteínas. El catabolismo de las proteínas da lugar a 20 
aminoácidos, bloques precursores con los que la célula, en una etapa posterior y con 
suficiente energía disponible, llega a formar sus propias proteínas: cientos de copias 
idénticas de unos cuantos miles de proteínas, distintas entre sí. El ejemplo ilustra la 
precisión y sencillez de la solución y la coordinación e integración del metabolismo. 


Compartimentalización celular 


En los organelos membranosos, la membrana que los limita constituye un sistema eficaz 
que interviene en el control y organización del metabolismo. La mayoría de las 
membranas representan verdaderas barreras que regulan el tránsito de iones y moléculas; 
sin embargo, moléculas pequeñas como O» y CO», pasan a través de las membranas, 
dependiendo de su concentración. Hay otras moléculas y un gran número de ¡ones que 
requieren transportadores proteicos membranales que catalizan su paso a través de la 
barrera. El cuadro 23-3 incluye una lista de algunos sistemas de transporte situados en las 
mitocondrias. Estos sistemas son específicos para el metabolito que transportan y tienen 
direccionalidad o vectorialidad, ya que permiten el flujo del metabolito en un sentido, 
pero no en el otro para garantizar que su incorporación se utilice para el fin para el que 
fue transportado. Otra característica de algunos de estos sistemas de transporte es la de 
estar acoplados a la hidrólisis del ATP; o sea, requieren la energía liberada por el ATP 
para realizar el trabajo de transporte. Es claro que para los metabolitos que sólo pasan a 
través de una membrana por medio de un sistema de transporte, como los del cuadro 23-3, 
la compartimentalización celular es un eficiente medio de control del metabolismo. 


Cuadro 25-3. Clasificación de algunas hormonas por sus características generales descritas en 
el texto. Las hormonas del grupo II se han agrupado en función del segundo mensajero que 
generan 


Andrógenos Catecolaminas aņ-adrenérgicas Hormona liberadora de gonadotropina (Gn-RH) 

Calcitriol (1,25[0H]2-D3)  Catecolaminas P-adrenérgicas Catecolaminas a-adrenérgicas 

Estrógenos Corticotropina (ACTH) Oxitocina 

Glucocorticoides Hormona antidiurética (ADH) Factor de crecimiento derivado de plaquetas 
(PDGF) 

Miineralocorticoides Glucagon Colecistocinina 
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Progestinas Lipotropina (LPH) Hormona liberadora de tirotropina (TRH) 


Hormonas tiroideas (T3 y Hormona luteinizante (LH) Gastrina 
T4) 


Hormona estimuladora de melanocitos (M SH) Hormona antidiurética (ADH, vasopresina) 
Hormona paratiroidea (PTH) 

Gonadotropina coriónica humana (hCG) 

Hormona liberadora de corticotropina (CRH) 

Hormona foliculoestimulante (FSH) 

Somatostatina 

Hormonas acopladas a receptores con actividad de tirosina cinasas 
Somatomamotropina coriónica (CS) 

Factor de crecimiento similar a insulina 

(IGF-I, IGF-II) 

Eritropoyetina (EPO) 

Factor de crecimiento epidérmico (EFG) 

Factor nervioso de crecimiento 

Factor de crecimiento fi broblástico (FGF) 


Factor de crecimiento derivado de plaquetas 
(PDGF) 


Hormona del crecimiento (GH) 
Prolactina (PRL) 


Insulina 


Otro aspecto de la compartimentalización celular se refiere al hecho de que los 
metabolitos, enzimas y coenzimas de los principales caminos metabólicos, con enorme 
preferencia, se ubican en un organelo o región celular específica y en algunos casos, solo 
en ciertos tejidos; por ejemplo, la oxidación de los ácidos grasos ocurre en la 
mitocondria, al igual que el ciclo de los ácidos tricarboxílicos y la fosforilación oxidativa. 
La glucólisis, la vía de las pentosas y la síntesis de los ácidos grasos suceden en el citosol. 
La gluconeogénesis, la síntesis de urea y las lanzaderas del NADH requieren la 
participación de ambos componentes. 

Los sistemas proteínicos para el transporte de moléculas a través de las membranas 
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participan de manera activa en la integración metabólica. El que una molécula esté en un 
compartimiento celular o en otro será determinante en el destino final de la molécula. Un 
ejemplo con interés médico, relativo a la integración metabólica por la presencia de 
transportadores en las membranas, es el transporte de ácidos grasos hacia el interior de la 
mitocondria y las consecuencias de una deficiencia en dicho transporte. Si el ácido graso 
se ubica en el citosol será esterificado, pero si se localiza en la mitocondria será oxidado. 
Una deficiencia de la célula muscular en su sistema de la carnitina (que transporta los 
ácidos grasos al interior de la mitocondria para su oxidación) se traducirá en un conjunto 
de manifestaciones clínicas, que incluyen dolor y contracturas musculares después de 
realizar ejercicio físico, o arritmias en el músculo cardiaco. 


Estado nutricional de la célula 


Una vez asentado que el flujo de sustratos a través de una vía metabólica depende al 
principio de la funcionalidad de sus enzimas clave (cantidad y actividad catalítica), es 
conveniente aclarar la influencia de la disponibilidad de sustrato. Sería el caso de células 
con una rica provisión de glucosa, en comparación con otras con escasa disponibilidad. 
En la primera circunstancia, con la regulación establecida por las enzimas que controlan 
la vía, el exceso de glucosa tenderá a aumentar el flujo de sustratos por la vía glucolítica. 
Otro caso similar puede ser el déficit de oxígeno para la cadena respiratoria en una célula 
muscular sujeta a contracciones vigorosas y continuadas. El metabolismo se ajustará y 
aumentará la cantidad de glucosa degradada por la glucólisis, en comparación con la 
oxidada a través del ciclo del ácido cítrico y la cadena respiratoria, en caso de haber 
limitación en el acceso al oxígeno. 


Tamaño de la poza metabólica de las coenzimas y co- 
sustratos 


Un factor adicional en la regulación e integración del metabolismo lo constituye la 
pequeña poza metabólica de las coenzimas y co-sustratos que forman parte esencial del 
metabolismo celular. En otras palabras, la concentración de coenzimas y co-sustratos es 
pequeña; por ejemplo, la de [ATP] + [ADP] + [AMP] no excede de 10 mM. Un caso 
similar es el de [NAD*] + [NADH], [NADP*] + [NADPH] o de [CoA] + [acetil-CoA]. 
Su concentración efectiva es menor porque ninguna de las moléculas anotadas en el 
párrafo previo atraviesa de manera libre las membranas subcelulares. Por ejemplo, la 
elucólisis puede disminuir en grado notable si se abate la concentración hepática de 
NAD* del citosol, el cual es indispensable para la oxidación de las triosas fosforiladas en 
la propia glucólisis (figura 18-3), con la consiguiente formación de NADH. Como se 
observa en este ejemplo, la misma glucólisis dispone de lactato deshidrogenasa para 
regenerar el NAD” a partir del NADH recién formado. En realidad, hay un enorme 
recambio, acoplado a un delicado equilibrio que permite la reutilización continua y 
controlada de las coenzimas y los co-sustratos participantes en el metabolismo. En 
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condiciones de ejercicio muscular intenso, un adulto puede generar varios kg de ATP 
cada h; sin embargo, la concentración celular de ATP se mantiene con fluctuaciones muy 
pequeñas a lo largo de todo el día. 

Además, se debe considerar que las concentraciones de las coenzimas y los co- 
sustratos escogidos como ejemplo funcionan en las vías metabólicas de la célula como 
reguladores de la actividad de las enzimas clave y, por lo tanto, como reguladores del 


flujo de sustratos por cada una de las respectivas vías. De manera que si el NAD” da una 
señal en una vía, el NADH da la señal opuesta; de forma similar, el ATP da una señal 
opuesta a la regulación dada por el ADP o el AMP. En resumen, será la relación 


matemática del par de coenzimas, NAD*/NADH, por ejemplo, lo que con mayor 
fidelidad permitirá ajustes finos en alguna de las diferentes vías metabólicas. 


Regulación de las vías metabólicas a nivel celular 


Para la óptima supervivencia de la célula habrán de coordinarse todas sus vías 
metabólicas. El cuadro 25-1 ofrece de manera simplificada y, prescindiendo de múltiples 
detalles, el sistema de coordinación de las principales vías metabólicas de un hepatocito 
aislado. Por motivos de simplicidad y para facilitar el análisis, se omitió la participación 
de otros tejidos y la influencia de hormonas. En el cuadro mencionado se agrupan las 
grandes vías metabólicas en catabólicas y anabólicas. Para cada una de las vías anotadas 
se especifica la enzima que controla el flujo en mayor porcentaje y, enseguida los 
moduladores fisiológicos más importantes que tienden a inhibir o a activar la vía en 
cuestión. En el caso de las vías anabólicas de síntesis de urea y de proteínas, se 
añadieron como inhibidores y activadores los sustratos. Un análisis cuidadoso de dicho 
cuadro permite ver la uniformidad y coherencia en los sistemas de regulación de las 
enzimas clave de las vías metabólicas. 


Encrucijadas metabólicas 


Ciertos metabolitos comparten dos o más vías metabólicas; es decir, se trata de una 
encrucijada metabólica. Por su importancia, aquí se revisan tres metabolitos que 
participan en encrucijadas metabólicas, a saber: la glucosa-6-fosfato, el piruvato y la 
acetil-CoA. La figura 25-1 resume la intervención de los tres metabolitos anotados, y lo 
más sobresaliente que hay que resaltar son los factores celulares que aseguran el flujo de 
dichas moléculas en el concierto del metabolismo general. Como se ve a continuación, el 
destino de una molécula en una encrucijada metabólica está definido por la regulación de 
la “funcionalidad” (cantidad y actividad catalítica) de las enzimas. 
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Relaciones de las principales moléculas que integran el metabolismo celular. 


La glucosa-6-fosfato se forma por tres caminos: la fosforilación de la glucosa que 
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penetra a la célula, como parte de la glucólisis; la degradación del glucógeno almacenado, 
una etapa de la glucogenólisis; o bien la conversión de lactato, glicerol o alanina, debido a 
la gluconeogénesis. El consumo de la glucosa-6-fosfato incluye cuatro rutas principales: a 
través de la glucólisis hasta generar piruvato o lactato, por medio del ciclo de las pentosas 
para formar NADPH y pentosas, su almacenamiento vía glucogénesis para incrementar 
la reserva de glucógeno, o su conversión a glucosa y escape de la célula, previa 
eliminación del fosfato en unión éster. 

Un exceso en la disponibilidad de glucosa extracelular tenderá a favorecer la formación 
de la glucosa-6-fosfato y las vías de su utilización. Si la poza de ATP celular es alta, se 
inhibirá la degradación eglucolítica de la eglucosa-6-fosfato y se favorecerá su 
almacenamiento como glucógeno. Si de forma simultánea a la poza incrementada de 
ATP, también se aumenta la disponibilidad de lactato, piruvato, glicerol o alanina, se 
favorecerá la gluconeogénesis, así como la síntesis de glucosa-6-fosfato más glucógeno. 


De haber un exceso de NADP* sobre el NADPH se derivará una porción de la glucosa- 
6-fosfato para formar NADPH y pentosas. En caso de una disminución en los valores 
celulares de ATP predominarán la glucogenólisis (conversión de glucógeno en glucosa-6- 
fosfato) y la glucólisis. La conversión de la glucosa-6-fosfato en glucosa por medio de 
una fosfatasa no ocurre en ciertas células debido a la carencia de esta última, mientras 
que en otras la existencia de la fosfatasa tiene distinta función reguladora, tal como se 
analiza en el ciclo de Cori y en la última parte de este capítulo. 

El piruvato proviene en mayor medida de la glucosa-6-fosfato y del lactato, a través de 
la glucólisis y también por medio del ciclo de las pentosas. La degradación de los 
triacilelicéridos da lugar a la formación de glicerol y ácidos grasos; el glicerol se incorpora 
a la glucólisis y puede ser una fuente de piruvato. Asimismo, se obtiene piruvato por 
medio de reacciones de transaminación y desaminación de la alanina y otros 
aminoácidos. El destino más importante del piruvato es su descarboxilación y conversión 
en acetil-coenzima A. Esta reacción es irreversible, lo cual tiene un enorme significado 
metabólico; los carbohidratos y los aminoácidos pueden convertirse en acetil-CoA, pero 
esta última no puede transformarse, de manera neta, en carbohidratos ni aminoácidos. 

La descarboxilación del piruvato para formar la acetil-CoA está regulada con cuidado: 
sucede cuando hay déficit de ATP celular, o exceso de carbohidratos oxidables, y una 
concomitante síntesis de lípidos. El otro destino del piruvato es su carboxilación y 
conversión a oxalacetato para luego formar glucosa por la vía gluconeogénica. Esta vía 
ocurre al haber suficiente ATP en la célula. 

La acetil-CoA se origina a partir de dos grandes vías metabólicas: la glucólisis y posterior 
descarboxilación del piruvato y la P-oxidación. Poco después de que se ingiere una 
comida se favorecerá la síntesis de acetil-CoA a través de la glucólisis. En situación de 
ayuno prolongado, la fuente de acetil-CoA será la B-oxidación. El destino de la acetil-CoA 
incluye su Oxidación a través del ciclo de los ácidos tricarboxílicos, o ciclo de Krebs, vía 
que prevalecerá al haber carencia celular de ATP. Por el contrario, cuando los niveles de 
ATP en la célula sean altos, la acetil-CoA podrá tener otros destinos metabólicos, como la 
síntesis de ácidos grasos o la de cuerpos cetónicos y, por último, colesterol a través de la 


booksmedicos.org 


formación del citrato que sale de la mitocondria. La formación de cuerpos cetónicos será 
favorecida cuando exista alguna limitación en la oxidación de sustratos por la vía del ciclo 
de Krebs y cuando esté muy activada la PB-oxidación. 
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Especialización metabólica de los tejidos 


Un renglón fundamental en la integración metabólica de un vertebrado lo constituye la 
especialización metabólica de sus diferentes tejidos. Dicha especialización contribuye a 
una mejor adaptación del individuo a su medio. Así, un vertebrado puede recibir una más 
amplia gama de señales de su alrededor y puede defenderse mejor de las agresiones 
circundantes. La adaptación metabólica tiene otras ventajas; dispone de células 
especializadas en degradar alimentos, otras en almacenar lípidos, unas más en convertir 
la energía química en movimiento, algunas de soporte, otras de comunicación y así de 
manera sucesiva. Desde luego, hay un amplio grupo de células responsables de la 
integración y organización jerárquica en beneficio del conjunto. La anarquía conduce a la 
muerte. 

Si bien pudieran estudiarse las características metabólicas de cientos de diferentes tipos 
de células, aquí se revisa de manera breve el patrón metabólico sobresaliente de cerebro, 
hígado, tejido muscular y tejido adiposo. Nótense las diferencias en el patrón metabólico, 
así como la complementación que se manifiesta entre dichos tejidos y las ventajas que 
representan para el organismo como un todo. 


Hígado 


Excepto los lípidos, el resto de los nutrimentos ya hidrolizados y absorbidos en el 
intestino pasan por el hígado, antes de alcanzar la circulación general. La concentración 
de glucosa, aminoácidos y etanol es más baja en el resto de la circulación general que en 
la vena porta, la cual recoge los materiales absorbidos en el intestino y los lleva al hígado. 

Lo anterior muestra la capacidad de los hepatocitos de metabolizar de primera mano 
una proporción importante de los alimentos absorbidos. Este hecho, junto con el patrón 
metabólico exclusivo del hígado que se resume a continuación, confiere a este órgano un 
cometido central en las interacciones metabólicas entre los diferentes tejidos. 

En el periodo posabsortivo inmediato, el hígado convierte cantidades importantes de 
glucosa en glucógeno; una cuarta parte de la dieta diaria de carbohidratos puede 
almacenarse en el hígado como glucógeno, lo que equivale a cerca de 100 g de 
carbohidratos y representa unas 400 kcal. Dos horas después de la ingestión de 
alimentos, cuando la concentración sanguínea de glucosa (glucemia) disminuye, el 
glucógeno hepático se degrada de manera paulatina en glucosa, la cual es liberada a la 
circulación. Además, el hígado tiene una enorme capacidad gluconeogénica; es decir, 
convierte en glucosa el lactato que proviene del músculo, el glicerol originado en el tejido 
adiposo y la alanina muscular. Esa glucosa pasa a la circulación (figura 25-2). De este 
modo, el hígado es el principal proveedor y exportador de glucosa sanguínea en periodos 
de ayuno. La glucosa producida es utilizada como material oxidable por otros tejidos, y 
esta contribución de la glándula hepática es fundamental para el beneficio de todo el 
organismo. 
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Figura 25-2. Interconexiones moleculares entre los tejidos más representativos en un mamífero. 


En relación con los aminoácidos, el hígado también tiene un cometido esencial. Los 
aminoácidos de la dieta y los que provienen de los diferentes tejidos, en especial del 
músculo, al llegar a la celdilla hepática son sujetos a uno de dos procesos: se emplean 
para la síntesis de nuevas proteínas o sufren un proceso de transaminación y 
desaminación, con el concurso de la deshidrogenasa glutámica. Los productos de la 
reacción, en el segundo caso, son los cetoácidos de los correspondientes aminoácidos y el 
ion amonio, NH4”. Los cetoácidos se emplean en el hígado, a través del ciclo de Krebs, 
para satisfacer sus propias demandas energéticas. 

El ion NH4” es el sustrato inicial para la síntesis de urea. El hígado es el responsable 
del total de la urea sintetizada en un mamífero y representa el más importante y 
abundante metabolito del catabolismo de las proteínas y los aminoácidos. 

En relación con el metabolismo de los lípidos, la participación del hígado es más 
compleja. Al aumentar los lípidos en sangre, parte de ellos son captados por el tejido 
adiposo y otros llegan al hígado. La avalancha de lípidos de la dieta coincide con la 
disponibilidad de otros sustratos oxidables y de ordinario con una satisfacción de las 
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demandas energéticas celulares. En tales condiciones, una alta poza de malonil-CoA 
inhibe la aciltransferasa I de la carnitina, disminuye la incorporación de ácidos grasos a la 
mitocondria y, por lo tanto, los ácidos grasos son esterificados e incorporados a las 
lipoproteínas de muy baja densidad (VLDL, por sus siglas en inglés, very low density 
lipoprotein) y así son exportados del hígado. Los abundantes triacilglicéridos de las 
VLDL son los principales precursores de los ácidos grasos captados por el tejido adiposo 
para la síntesis de grasas neutras, el más importante reservorio de material energético en 
el ser humano (figura 25-2). 

En situación de ayuno, el hígado capta el glicerol y los ácidos grasos liberados por el 
tejido adiposo. Como se dijo antes, el glicerol se transforma en glucosa. Los ácidos 
grasos se incorporan a la mitocondria, debido a una alta actividad de la aciltransferasa I 
de la carnitina ocasionada por una baja poza de su inhibidor, la malonil-CoA, a 
consecuencia de la insatisfacción de las demandas energéticas celulares. En la 
mitocondria hepática, los ácidos grasos son convertidos en cuerpos cetónicos. La escasa 
capacidad hepática de oxidar los cuerpos cetónicos facilita su exportación para usarse 
como sustratos oxidables en otros tejidos, en particular el músculo. 


Músculo 


En un adulto sin sobrepeso, el músculo representa casi la mitad de su peso corporal, y si 
el individuo realiza actividad moderada, su tejido muscular gastará cerca de la mitad de la 
energía consumida en 24 h. 

El patrón metabólico del músculo difiere en situación de reposo o de contracción 
activa. Cuando el tejido muscular se contrae de forma activa, la vía metabólica preferida 
para satisfacer las demandas energéticas es la glucólisis, la cual se manifiesta con un 
conjunto de características muy apropiadas para la función del tejido. Así, después de 
una comida, el contenido de glucógeno en el músculo es de 1%, pero en un varón de 70 
kg de peso corporal, que posee unos 30 kg de tejido muscular, el total de glucógeno 
muscular es de 300 g, equivalente a 1 200 kcal. En consecuencia, esta situación asegura 
en el tejido muscular una alta cantidad de glucógeno, uno de los alimentadores iniciales 
de la glucólisis. Otra de las características de la glucólisis muscular es que carece de la 
elucosa-6-fosfatasa, la enzima que hidroliza la glucosa-6-fosfato y la convierte en glucosa 
y fosfato inorgánico. De esta manera, el músculo, a diferencia del hígado, no exporta 
glucosa hacia la sangre, sólo la consume. La glucosa-6-fosfato presente en el interior de 
la célula muscular es almacenada como glucógeno, o consumida en la glucólisis, pero no 
se transforma en glucosa libre. Una característica más de la glucólisis en el músculo es la 
facilidad con que el piruvato, derivado de la propia glucólisis, se convierte en lactato, ya 
que el consumo de piruvato en el ciclo de Krebs disminuye debido al deficiente 
suministro de oxígeno a la cadena respiratoria mitocondrial. Al suceder esa deficiencia 
relativa de oxígeno, la energía indispensable para la contracción muscular proviene de la 
elucólisis, siempre y cuando se mantenga trabajando la vía por un adecuado aporte de 
sustrato y por la continua conversión del piruvato en lactato, lo cual asegura la oxidación 
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del NADH en NAD* (este último requerido para la oxidación inicial de las triosas en la 
propia glucólisis). A su vez, el lactato es liberado de la célula muscular hacia la 
circulación sanguínea y de ahí al hígado para su conversión en glucosa, que de nuevo usa 
el músculo para mantenerse en actividad. Al mismo tiempo que el tejido muscular libera 
lactato, también libera cantidades importantes de alanina, que en el hígado se convierte 
en glucosa. 

Al agotarse el glucógeno muscular se aprecia el estado de fatiga, el cual suele coincidir 
con el ayuno y la tendencia al reposo. En esta situación de reposo, los sustratos usados 
de preferencia en el tejido muscular son los ácidos grasos. Los cuerpos cetónicos también 
pueden usarse como sustratos oxidables por el tejido muscular. En el músculo cardiaco, 
los cuerpos cetónicos son consumidos de manera preferente, en comparación con la 
glucosa. 

En la figura 25-2 se aprecia la complementariedad e integración entre los tejidos 
hepático, muscular y adiposo. El primero libera glucosa que usan los otros dos tejidos. El 
muscular libera lactato y alanina que el tejido hepático convierte en glucosa. Como se 
verá en el siguiente párrafo, el tejido adiposo libera glicerol para su conversión a glucosa 
en el hígado. 


Tejido adiposo 


Un varón de 70 kg tiene de 10 a 15 kg de tejido adiposo, constituido casi en su totalidad 
por triacilglicéridos, que equivalen a entre 90 000 y 135 000 kcal. Se trata de un 
impresionante depósito de combustible metabólico disponible para el organismo. El tejido 
adiposo no sintetiza los ácidos grasos que incorpora a los triacilglicéridos. Tales ácidos 
grasos provienen de la dieta o se sintetizan en el hígado a partir de carbohidratos. En 
ambos casos, los ácidos grasos le llegan al tejido adiposo como componentes de los 
triacilelicéridos de los quilomicrones o de algunas lipoproteínas, formadas por el intestino 
o por el hígado. Poco después de la ingestión de los alimentos se inicia la avalancha de 
ácidos grasos hacia el tejido adiposo, la cual cesa unas 3 o 4 h después de haber comido. 
El glicerol, al cual se esterifican los ácidos grasos para formar los triacilglicéridos, se 
origina en el tejido adiposo sólo a partir de la glucosa, siempre y cuando exista un aporte 
alto y continuo de glucosa al tejido adiposo, situación que coincide con enorme 
frecuencia con la ingestión de alimentos. La glucosa, a través de la glucólisis, forma en 
los adipocitos el glicerol 3-fosfato, al cual se le unen tres ácidos grasos para formar los 
triacilelicéridos. Durante el ayuno disminuye la glucemia y por tanto la disponibilidad de 
glucosa en el tejido adiposo, por lo que se abate la síntesis de glicerol 3-fosfato. En ese 
estado de ayuno, las lipasas del adipocito hidrolizan los triacilglicéridos para formar 
glicerol y tres ácidos grasos. Si hay una poza suficiente de glicerol 3-fosfato, los ácidos 
grasos son reesterificados y se almacena el triacilglicérido. Si no hay suficiente glicerol 3- 
fosfato, se liberan del tejido adiposo tanto el glicerol como los ácidos grasos. Los ácidos 
grasos no esterificados son insolubles en agua y al liberarse por los adipocitos se unen a 
la albúmina sérica, la cual los transporta a otros tejidos, hígado o músculo, por ejemplo, 
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donde son usados con fines energéticos. 

El patrón metabólico del glicerol es muy interesante en el adipocito, ya que carece de la 
cinasa que lo fosforila, con la participación de ATP y lo transforma en glicerol 3-fosfato. 
La cinasa está presente en muchas otras células; por ejemplo, la hepática, la cual después 
de fosforilarlo lo convierte en glucosa, que exporta a la circulación. En resumen, en el 
adipocito, el glicerol 3-fosfato se sintetiza a partir de glucosa y la falta de glicerocinasa da 
al glicerol 3-fosfato un cometido importante como regulador de la reesterificación de 
ácidos grasos; además, condiciona al adipocito a liberar glicerol, en forma continua, en 
situación de ayuno. 

Aunque no se haga evidente, el tejido adiposo es un tejido con elevada actividad 
metabólica. Considérese un periodo de 24 h en el cual los triacilglicéridos se almacenan 
en el tejido adiposo como consecuencia de la ingestión de lípidos y carbohidratos. En un 
tiempo posterior, una cantidad equivalente a los lípidos que fueron almacenados se libera 
de modo paulatino para su uso como fuente energética por una multitud de células 
diferentes de los adipocitos. En 24 h, el peso corporal del individuo normal casi no 
cambia, pero en un momento dado almacena lípidos, que son liberados en cantidad 
equivalente más tarde. Los aumentos o disminuciones del peso corporal, debidos al 
mayor o menor depósito de triacilglicéridos en el tejido adiposo, resultan de una 
prolongada pérdida del equilibrio mencionado. 


Cerebro 


Con un peso no mayor de 1.5 kg en un individuo de 70 kg, el cerebro consume, en 24 h, 
cerca de 120 g de glucosa, equivalentes a 480 kcal. Como además el cerebro casi no 
almacena glucosa como glucógeno, habrá de utilizar la glucosa sanguínea para satisfacer 
sus necesidades energéticas. Como resultado, el cerebro consume casi 60% de la glucosa 
del cuerpo en estado de reposo. Durante un ayuno prolongado (varios días) o en los 
casos de diabetes mal controlada —situaciones en las que aumenta la producción 
hepática de cuerpos cetónicos—, el cerebro puede usar con fines energéticos los cuerpos 
cetónicos, sustituyendo de forma parcial el consumo de glucosa. 

En la figura 25-2 se observan las interdependencias de los metabolitos entre los tres tejidos 
revisados antes, el hepático, el muscular y el adiposo. Los metabolitos formados por 
unos tejidos son usados por otros, y aunque en el hígado predomina una función de 
“servicio”, es fácil detectar la interdependencia metabólica en beneficio de la integración 
de las funciones del organismo. En el caso del cerebro, como gran consumidor de 
glucosa, se apreciaría una aparente situación inequitativa, el consumo preferente de 
glucosa sin proporcionar a cambio otro sustrato energético útil. Es obvio que el cerebro 
contribuye a la organización e integración metabólica de manera muy especializada y de 
gran jerarquía, tal como se revisa en la última parte de este capítulo. 
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Regulación hormonal 


El sistema endocrino está formado por un conjunto de glándulas que sintetizan diversas 
hormonas, cuya función es coadyuvar a la coordinación entre los distintos tejidos de un 
organismo, para mantener la constancia del medio interno ante los estímulos ambientales. 
Se da el nombre de hormona a toda sustancia producida por un tejido del organismo la 
cual, a través de la circulación, alcanza y modifica las funciones de tejidos distantes, sus 
tejidos “blanco”. 

El número de moléculas que satisfacen de manera plena la definición que acaba de 
darse de hormona es enorme. Baste señalar aquí la leptina, formada en el tejido adiposo 
y que actúa sobre el sistema nervioso central, y los nucleósidos adenosina e inosina, 
liberados por el tejido muscular y que modifican el metabolismo del hígado, así como 
algunos de los llamados genéricamente factores. 

Dada la vastedad de un campo en continuo crecimiento, en este libro sólo se revisa la 
función de unas cuantas hormonas que son sintetizadas por el hipotálamo o bien por 
típicos tejidos glandulares y que modifican de manera importante el metabolismo general. 
Así, no se revisan las hormonas generadas por tejidos que no son en especial glandulares, 
como el tejido adiposo o el muscular, por ejemplo. Tampoco se revisa la acción de 
factores tróficos. 

Con base en sus características generales, se incluye a las hormonas en dos grupos 
(cuadro 25-3). Uno está formado por los esteroides, calcitriol, retinoides y las 
yodotironinas. Se les aprecian las siguientes características generales: a) ser insolubles en 
agua y solubles en solventes orgánicos, por lo que requieren de una proteína 
transportadora en el suero; b) su vida media es relativamente larga, desde unas horas 
hasta varios días; c) su receptor celular está localizado dentro de la célula y el mediador 
que ejerce la acción fisiológica es el complejo receptor-hormona; d) se desactivan al 
formar un derivado soluble en agua. 

Las hormonas del otro grupo son derivados de aminoácidos, catecolaminas, 
polipéptidos, proteínas o glucoproteínas. Las características generales de este segundo 
grupo incluyen: a) son solubles en agua; b) no requieren de una proteína sérica para su 
transporte; c) su vida media es de minutos y se desactivan de manera funcional por 
proteólisis o por otro mecanismo de degradación de la hormona; d) el receptor hormonal 
está situado en la membrana plasmática, y e) el mediador es un segundo mensajero, del 
tipo del AMP cíclico, calcio o producto de hidrólisis de fosfoinosítidos, entre otros. 

De todas las características anotadas para las hormonas, el que actúen a través de un 
receptor es la de mayor importancia funcional. El receptor es una molécula proteínica 
que se complementa en sentido estructural con la hormona. Al interactuar con la 
hormona, se inicia la respuesta fisiológica. El receptor es estereoespecífico y no se 
encuentra distribuido en todas las células; lo anterior quiere decir que la respuesta a cada 
hormona sólo se dará en las células que posean el receptor. Otra característica importante 
de las hormonas es el tipo de segundo mensajero que se genera como respuesta inicial a 
la hormona. En el cuadro 25-3 se agrupan las hormonas de los mamíferos en función del 
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segundo mensajero que forman. 

Cualquiera que sea el segundo mensajero, éste tiene dos propiedades importantes: se 
produce de forma intracelular y modula el flujo de metabolitos de las vías existentes. En 
resumen, una hormona puede conceptualizarse como una señal extracelular que provoca 
una respuesta específica, modificando la velocidad del flujo de las vías metabólicas. Un 
aspecto complementario, pero importantísimo, desde el punto de vista de la coordinación 
e integración de metabolismo completo del individuo, es que la liberación de hormonas o 
primeros mensajeros es una respuesta también específica de una glándula, con la 
capacidad de sintetizar una hormona. Por ejemplo, las células B del páncreas liberan 
insulina como respuesta al aumento de glucosa sanguínea. 
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Organización del sistema endocrino en los mamíferos 


En los mamiferos, los dos sistemas de coordinación y regulación, el nervioso y 
endocrino, se encuentran relacionados de manera estrecha; la estructura más importante 
de unión entre ellos es el hipotálamo. 

En la figura 25-3 se esquematiza la organización jerárquica entre el hipotálamo, la 
hipófisis y las hormonas, cuya liberación está asociada muy de cerca a la primera 
estructura. 


Influencias 
nerviosas 


Hipófsis Oxitocina 
posterior 


Figura 25-3. Esquema de la organización para la regulación de la secreción de hormonas bajo el comando del 
hipotálamo. 


Hay otras hormonas menos ligadas al control hipotalámico: parathormona, calcitonina, 
insulina, glucagon, adrenalina y noradrenalina. 
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El hipotálamo cuenta con dos grandes canales de información, el nervioso (estímulos 
exteroceptivos, visuales, olfativos, térmicos, psicológicos, entre otros) y el metabólico 
(estímulos interoceptivos, concentración de hormonas, pH, temperatura, hidratación, 
contenido de sales, entre otros), los cuales determinan la formación y la salida de los 
factores liberadores que actúan sobre la hipófisis. 

Los “factores liberadores” son sintetizados en el hipotálamo, llegan a la hipófisis por 
vía sanguínea y modulan la liberación de las hormonas hipofisarias (cuadro 25-3). 

De los estímulos interoceptivos, los niveles de las propias hormonas circulantes revisten 
la mayor importancia, pues, dependiendo de su concentración, pueden inhibir o estimular 
la salida de los factores liberadores que determinan su propia formación. 

Además, existe un alto grado de interconexión entre las mismas hormonas. En el 
organismo íntegro, numerosas hormonas actúan sobre el mismo sistema; por ejemplo, 
sobre las funciones uterinas o mamarias, la glucemia, entre otros. Por otro lado, cada 
hormona puede ser activada o inhibida por otras hormonas. 

Pero la gran conclusión acerca del cometido de las hormonas y el sistema nervioso es 
que éstos manifiestan una enorme coordinación y sincronía en sus respuestas integradas 
y finales. El objetivo de adaptar más y mejor el organismo al medio que lo rodea se logra 
con creces. 

A continuación se describen las acciones fisiológicas sobresalientes de algunas 
hormonas menos ligadas al control hipotalámico, que contribuyen a la integración 
metabólica en un individuo. Se seleccionaron las siguientes cinco por su gran 
participación en el almacenamiento o consumo de carbohidratos, lípidos y proteínas: 
insulina, catecolaminas, glucagon, cortisol y hormonas tiroideas. 


Insulina 


El aumento de la glucosa sanguínea y de algunos aminoácidos y fármacos, así como la 
estimulación del sistema parasimpático, inducen la liberación pancreática de insulina. La 
presencia de ésta en el plasma se observa después de la ingestión de alimentos. La 
insulina favorece la síntesis de glucógeno en los tejidos muscular y hepático, la síntesis de 
lípidos en el tejido adiposo y la síntesis de proteínas en varios tejidos, en especial el 
muscular. Actúa de diversas maneras en los diferentes tejidos, con independencia de que 
su segundo mensajero sea una cascada de reacciones desencadenada por proteína 
cinasas. Así, en el músculo y el adipocito, la insulina promueve la entrada de glucosa y 
con ello su oxidación, lo cual satisface las demandas energéticas celulares e incrementa la 
poza de metabolitos provenientes de la glucosa; en el músculo, la glucosa-6-fosfato y el 
aumento de la poza de ATP estimulan la síntesis de glucógeno y al mismo tiempo inhiben 
su degradación. En el tejido adiposo aumentan las pozas de ATP y de glicerol 3-fosfato, 
además de recibir grandes cantidades de ácidos grasos de la dieta y de su síntesis 
hepática, de lo que resulta una mayor síntesis de triacilglicéridos. La insulina inhibe la 
lipólisis estimulada por las catecolaminas. En el músculo también se incrementa la 
incorporación de ciertos aminoácidos a la célula por medio de la insulina, lo cual, junto 
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con la satisfacción de los requerimientos energéticos, favorece la síntesis de proteínas e 
inhibe su degradación. 

En el hígado, la hormona en cuestión aumenta la síntesis de la glucocinasa y, con ello, 
la conversión intrahepática de la glucosa en glucosa-6-fosfato, a partir de la cual se 
satisface la poza celular de ATP y se incrementa la síntesis de glucógeno, ácidos grasos y 
proteínas. Al estimular la síntesis de proteínas disminuye la formación y eliminación de 
urea. 


Catecolaminas 


Se trata de la adrenalina y la noradrenalina secretadas en las terminaciones nerviosas de 
los nervios del sistema simpático y en la médula de las glándulas suprarrenales. Las 
catecolaminas se liberan como una respuesta inmediata a una situación de urgencia, 
como puede ser, entre otras, el ganar una competencia o la disminución de la glucosa 
sanguínea. Las catecolaminas, vía el AMP cíclico o el calcio como segundo mensajero, 
actúan en muchos tejidos, ocasionando respuestas particulares, pero cuya suma da una 
respuesta integrada en el individuo. Por ejemplo, un susto fuerte ocasionará la liberación 
de catecolaminas y las siguientes respuestas en los diferentes tejidos con los receptores a 
la hormona: aumento en la fuerza y frecuencia de las contracciones cardiacas, elevación 
del tono vascular arterial, incremento de la intensidad y frecuencia de los movimientos 
respiratorios, activación de la lipasa del tejido adiposo, liberación de glicerol y ácidos 
grasos a la circulación, degradación de glucógeno muscular y liberación de lactato; así 
como, en menor proporción, degradación del glucógeno hepático y liberación de la 
glucosa, también a la sangre. En conjunto, el organismo se dispone a “luchar o huir”, y lo 
hará con ventaja al disponer de distintos sustratos para solventar mejor sus necesidades 
energéticas, disponer de más oxígeno para la más completa y rápida oxidación de los 
sustratos y de una mejor comunicación entre sus tejidos por la vía sanguínea al 
incrementarse la frecuencia cardiaca y el tono vascular. De manera complementaria, la 
adrenalina inhibe la secreción de insulina y estimula la secreción de glucagon. En 
conjunto, la respuesta integral es un estupendo ejemplo de coordinación metabólica y 
funcional. 


Cuadro 25-4. Factores hipotalámicos que regulan la liberación de hormonas hipofisarias en los 
mamíferos 


Liberador de corticotropina Corticotropina 
Liberador de hormona foliculoestimulante Foliculoestimulante 
Liberador de hormona de crecimiento Somatotropina 
Inhibidor de hormona de crecimiento Somatotropina 
Liberador de hormona luteinizante Luteotropina 
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Liberador de prolactina Prolactina 


Liberador de hormona tirotrópica Tirotropina 

Liberador de hormona estimulante de los melanocitos Melanotropina 

Inhibidor de hormona estimulante de los melanocitos Melanotropina 
Glucagon 


Se forma en las células a del páncreas y se libera al disminuir la glucemia. Actúa en 
especial en el hígado y, en menor proporción, en el tejido adiposo, a través de una 
cascada de reacciones iniciada por el AMP cíclico, como segundo mensajero. En el 
hepatocito, la respuesta final a la acción del glucagon es un importante aumento en la 
exportación de glucosa. Esta respuesta final es el resultado de un conjunto de acciones 
iniciadas por el glucagon, que en el hígado incluyen estimulación en la degradación de 
glucógeno; activación en la síntesis de glucosa a partir de lactato y de aminoácidos (los 
cuales se desaminan y favorecen una mayor síntesis de urea); inhibición de la glucólisis; 
y, por ende, inhibición hepática en la producción de piruvato y en la actividad de la acetil- 
CoA carboxilasa, lo que se asocia a inhibición de la síntesis de ácidos grasos. 

En las células del tejido adiposo, el glucagon activa la lipasa y se estimula la lipólisis, 
con la inmediata liberación de glicerol y ácidos grasos. En suma, el glucagon provee a las 
células, a unas de manera directa y a otras por vía circulatoria, de material oxidable en el 
momento en que disminuye la glucosa sanguínea. 


Cortisol 


El cortisol es un esteroide que se libera de la corteza de las glándulas suprarrenales como 
respuesta a una situación de estrés. Es una hormona del grupo I, por lo que el complejo 
hormona-receptor promueve la síntesis específica de proteínas a nivel del núcleo celular. 
Al aumentar la cantidad de una o varias enzimas clave, se modifica la velocidad de flujo 
de metabolitos a través de una o más vías metabólicas. La corticotropina, de origen 
hipofisario, es el estímulo para la formación y liberación de cortisol, el cual produce un 
conjunto de acciones en diferentes tejidos blanco, pero aquí sólo se resumen las que 
están ligadas de forma estrecha al metabolismo intermedio (figura 25-4). En el hígado, el 
cortisol tiene un efecto anabólico, facilitado por las acciones del glucagon y las 
catecolaminas en el propio hígado y por los efectos promotores del cortisol sobre el 
catabolismo en los tejidos periféricos. Para el caso del cortisol, los tejidos periféricos 
comprenden músculo y tejido adiposo y linfático, en los cuales inhibe la utilización de la 
glucosa, la glucólisis y la síntesis de proteínas y estimula la lipólisis (aumenta la acción 
lipolítica de las catecolaminas y la hormona de crecimiento) y la degradación de las 
proteínas así como de los ácidos nucleicos. El resultado es un aumento de la glucosa 
sérica, ya que ésta no penetró en los tejidos, y también un aumento en el suero de ácidos 
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grasos, aminoácidos y nucleósidos movilizados a partir de los tejidos periféricos. El 
hígado utiliza estos materiales para ejercer el efecto anabólico del cortisol. En concreto, 
la hormona estimula la síntesis de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa, la enzima limitante 
de la gluconeogénesis; de esta manera, se activa dicha vía metabólica. Los ácidos grasos 
de los tejidos periféricos proveen la energía para la conversión del glicerol y los 
aminoácidos en glucógeno hepático y glucosa sanguínea; dado que al mismo tiempo se 
inhibe su utilización en los tejidos periféricos, se obtiene una franca hiperglucemia y un 
aumento de la disponibilidad de la glucosa para el cerebro y el corazón. La conversión de 
aminoácidos en glucógeno aumenta la formación de la urea, cuya mayor pérdida por la 
orina causa un balance nitrogenado negativo. Al aumento en la eliminación de urea por la 
orina se suma el estímulo de la formación de uratos por el incremento del catabolismo de 
las nucleoproteínas en los tejidos periféricos. 


Ácidos grasos Glucógeno 
(como fuente 
de energía) Bis 
ji Síntesis de 
ENZIMAS DE LA Glucosa circulante 
: GLUCONEOGÉNESIS 
Glicerol en el higado y el riñón 
Cetoácidos 
Urea 
ai; | Al corazón 


Aminoácidos m Al cerebro 
Tejido muscular, 


linfático, conjuntivo 


Proteínas 
VÍAS 
ANABOLICAS 


VÍAS 
CATABÓLICAS 


Otros tejidos 


Proteínas 


Figura 25-4. Resumen de la acción de los glucocorticoides en el metabolismo de carbohidratos, lípidos y 
proteínas. Las flechas verdes indican los flujos estimulados y las flechas con fondo blanco los flujos inhibidos. Se 
nota una acción catabólica en los tejidos periféricos que condiciona una acción anabólica en el tejido hepático. 


Hormonas tiroideas 


Las principales hormonas tiroideas son la 3,5,3”,5”-tetrayodotironina o tiroxina (T4) y la 
3,5,3” -triyodotironina (T3). El factor inicial en la producción de las hormonas tiroideas es 
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el estímulo originado por la tirotropina, hormona hipofisaria regulada por la presencia de 
las propias hormonas tiroideas y por un factor hipotalámico. Al unirse las hormonas 
tiroideas a los receptores nucleares activan la síntesis de RNA y el resultado neto es un 
aumento en la síntesis de proteínas. En concreto, aumenta la concentración tisular de 
citocromos y de glicerofosfato deshidrogenasa mitocondrial. La hormona tiroidea 
estimula también la producción de somatotropina. Las hormonas tiroideas son 
indispensables para la formación y el crecimiento normales de los tejidos. El efecto 
tiroideo sobre la maduración y la diferenciación tisulares se reconoce con facilidad en la 
metamorfosis de los anfibios; al renacuajo sin tiroides no le crecen los miembros ni le 
desaparece la cola. Por otro lado, un exceso de T} bloquea la síntesis de proteínas y 
produce un balance nitrogenado negativo.En los tejidos sometidos a la acción de las 
hormonas tiroideas se observa un aumento en la producción de calor debido al mayor 
consumo de oxígeno en la utilización de los sustratos oxidables. Este efecto se atribuye a 


la activación de la ATPasa mitocondrial acoplada a la bomba de Na*/K*; la disminución 
del ATP celular y el aumento concomitante del ADP constituyen la señal para estimular la 
fosforilación oxidativa y, con ello, la utilización de sustratos y el consumo de oxígeno. 
Las dosis tóxicas de las hormonas tiroideas producen un desacoplamiento de la 
fosforilación oxidativa. 

Las hormonas T3 y T4 también aumentan la absorción intestinal de glucosa y la 
utilización de la glucosa circulante; se produce así una curva de tolerancia a la glucosa 
con hiperglucemia inicial y un exagerado consumo posterior del carbohidrato. El 
incremento de las hormonas tiroideas provoca la disminución del colesterol circulante, 
efecto que desaparece al disminuir la Tx y la T4. 


o Preguntas de reforzamiento 


1 ¿Cuáles son los niveles de integración metabólica? 

2 ¿Cuáles son los niveles de regulación del metabolismo? 

3 ¿Cuáles son los factores de regulación del metabolismo a nivel enzimático? 
4 ¿Qué tipo de hormonas modulan el metabolismo? 


5 ¿Cuál es la ventaja de la comp artimentación? 
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Capítulo 26 
{ 0% Introducción a la 


Li? o° biologia molecular 


Fernando López Casillas, Edmundo Bonilla González 


e Fenotipo, genotipo y epigénesis 

+ El DNA, ácido desoxirribonucleico, es el material genético 

e Dogma central de la biología molecular y polímeros informacionales 

e Linealidad, direccionalidad y correspondencia de los polímeros informacionales 
e Las secuencias inscritas en los polímeros informacionales son mutables 


e na clave 


1 El fenotipo es la descripción morfológica o funcional de un organismo en cualquier momento de su desarrollo. 
2 El genotipo es el conjunto de genes de un organismo. 


3 Los factores epigenéticos son las influencias o eventos que no están escritos en el material genético heredable de los seres vivos, 
pero que modifican los fenotipos. 


4 En 1944, Avery, MacLeod y McCarthy obtuvieron evidencia de que el DNA y no las proteínas portan la información genética. 


5 Aunque el DNA está formado por sólo cuatro nucleótidos, porta toda la información que una célula necesita para vivir, ya que 
esos cuatro nucleótidos se pueden disponer de millones de maneras diferentes a lo largo del DNA. 


6 El dogma central de la biología molecular establece que en las células, la información génica fluye de manera unidireccional de 
DNA a mRNA a proteína. 


7 La transcripción del DNA es la síntesis de un RNA utilizando como molde al ADN. 
8 La traducción es la síntesis de proteínas a partir de mRNA. 

9 El DNA es una macromolécula formada por polímeros de desoxirribonucleótidos. 
10 El RNA es una macromolécula formada por polímeros de ribonucleótidos. 


11 La correspondencia lineal que guardan entre sí los polímeros informacionales guía los procesos de transcripción y traducción 
durante la expresión génica. 


12 Las mutaciones son cambios en la secuencia de nucleótidos del ADN. 


13 La base molecular de la llamada anemia de células falciformes es la sustitución de un nucleótido en la secuencia del gen de la 
cadena f de la hemoglobina. 


14 La importancia de las mutaciones del DNA en la evolución radica en que proporcionan la variabilidad genética necesaria para la 
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adaptación de las especies a su medio cambiante. 


Muchos años después, frente al pelotón de fusilamiento, el coronel Aureliano Buendía 
había de recordar aquella tarde remota en que su padre lo llevó a conocer el hielo. 


Gabriel García Márquez, 
Cien años de soledad 


La fidelidad de los seres vivos hacia su esquema de desarrollo, su comportamiento 
bioquímico y su aspecto físico resulta de una intrincada red de controles que los 
mantiene en una aparente constancia morfológica y funcional. Esta red posee la 
maleabilidad suficiente para permitirles responder con éxito a las demandas de su entorno 
cambiante. Parte fundamental de esta red homeostásica de los seres vivos está 
compuesta por mecanismos genéticos, los cuales no sólo contribuyen a su homeostasia, 
sino que además les permiten heredarla a sus descendientes, manteniendo con ello la 
también aparente constancia de las especies biológicas. 
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Fenotipo, genotipo y epigénesis 


La descripción morfológica o funcional de un organismo vivo en cualquier momento de 
su desarrollo es el fenotipo de ese organismo. Cuando el anatomista detalla la forma o 
posición relativa de los órganos y células que conforman un individuo de una especie 
biológica, cuando el fisiólogo reseña el funcionamiento eléctrico o químico de esos 
órganos o cuando el patólogo describe los cambios que esos órganos presentan en una 
enfermedad, todos ellos están haciendo una descripción fenotípica. Por otra parte, el 
genotipo se define como el conjunto de instrucciones o genes, contenido en el material 
genético heredable; es decir, la información contenida en las secuencias del ácido 
desoxirribonucleico (DNA), que se transmite de generación en generación entre los 
miembros de una especie. Este conjunto de instrucciones es una amplísima, pero finita, 
predeterminación de las posibilidades fenotípicas de un organismo. El contenido 
genotípico de una célula hepática y una neurona de un mismo individuo son equivalentes; 
no obstante, estas células mantienen una notoria diferencia fenotípica que es atribuible, 
en gran medida, a la activación de partes del genotipo celular indispensables para 
mantener esa diferencia. En general, los factores epigenéticos son las influencias o 
eventos que causan alteraciones en la expresión génica heredables sin modificar la 
secuencia del ADN. Los fenómenos epigenéticos pueden determinar, en un momento 
dado, el modo en que se expresan las instrucciones genotípicas y, por lo tanto, el fenotipo 
del individuo. Aunque en los capítulos siguientes se enfatizarán y discutirán casi en forma 
predominante los determinantes genotípicos del fenotipo, es importante que el lector no 
olvide la existencia y la trascendencia de los factores epigenéticos. Por ejemplo, los 
factores ambientales, entre los cuales se podría mencionar la contaminación atmosférica, 
son factores epigenéticos que modulan de manera importante el fenotipo. Otro caso 
ilustrativo de la importancia de los factores epigenéticos es el ejemplo clásico de la 
asociación del tabaquismo con ciertos tipos de cáncer pulmonar. Sería de poca utilidad 
debatir si el genotipo o los factores epigenéticos son más importantes para el 
establecimiento del fenotipo; ambos lo son y de hecho están entrelazados (figura 26-1). 
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Progenitores Progenitores 
homocigotos heterocigotos 


Posibles GAMETOS 
y sus combinaciones 
en la descendencia 


El 100% de la descendencia El 50% de la descendencia es heterocigota 
tiene un genotipo Aa heterocigoto Aa, el 25% es homocigota AA y el otro 25% 
homocigota aa 


Figura 26-1. Esquema de la herencia mendeliana monogénica. Los organismos diploides contienen dos copias 
alélicas de cada gen. Estos alelos pueden ser muy variados o polimórficos y presentar dominancia de unos con 
respecto a otros. En el ejemplo que se ilustra, el alelo A es dominante sobre el alelo a, de modo que tanto un 
organismo homocigoto AA, como un organismo heterocigoto Aa, tendrán el fenotipo conferido por el alelo A. En 
cambio, un organismo homocigoto aa tendrá el fenotipo conferido por el alelo a. Los gametos o células 
reproductoras en estos organismos, tienen un contenido haploide, es decir, sólo una copia alélica. La unión de los 
gametos restituye el contenido diploide del organismo. Los progenitores homocigotos sólo tienen una variante 
alélica en sus gametos, en cambio los progenitores heterocigotos tienen dos. En este ejemplo, la descendencia de 
progenitores heterocigotos Aa siempre tendrá una distribución de frecuencias 44 = 25%, aa = 25% y Aa = 50%. 
La corea de Huntington, una enfermedad incapacitante debida a degeneración del sistema nervioso central, se 
hereda en forma monogénica dominante y autosómica. El gen responsable de la enfermedad de Huntington se 
localiza en el brazo corto del cromosoma 4, un cromosoma somático. Se les llama genes autosómicos a los que 
se localizan en alguno de los 22 cromosomas somáticos. Al no residir en alguno de los cromosomas sexuales XY, 
se heredan de manera independiente al sexo. La variante alélica del gen que causa la enfermedad de Huntington se 
hereda siguiendo el patrón mendeliano ilustrado aquí para el alelo A. Debido a ello, el estudiante podrá inferir 
porqué los descendientes de un padre heterocigoto (Aa) y una madre homocigota (aa) tienen una probabilidad del 
50% de padecer la enfermedad de Huntington. 
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El DNA, ácido desoxirribonucleico, es el material 
genético 


Es notable que el trabajo de Mendel y su postulación de las unidades de la transmisión 
genética, los genes, se hayan realizado sin necesidad de postular una base química de los 
genes. Conforme al desarrollo de la bioquímica a principios del siglo XX, se consideraba 
que sólo moléculas tan versátiles como las proteínas podrían proporcionar la diversidad 
química que los genes deberían requerir; esto es, se pensaba que los genes eran las 
proteínas. La gran variedad de los bloques de construcción de las proteínas, 20 
aminoácidos en una amplísima gama de combinaciones, da lugar a una diversidad de 
formas, tamaños y propiedades fisicoquímicas. Todo ello sugería que las proteínas 
poseían la información suficiente para constituir el material genético. El análisis de las 
macromoléculas celulares no revelaba otros compuestos capaces de tal diversidad 
informativa. De hecho, el DNA se antojaba como un candidato poco probable por ser 
una de las macromoléculas más monótonas; sólo cuatro bloques de construcción 
(A,C,G,T) y muy limitadas propiedades fisicoquímicas. No fue sino hasta 1944, con los 
experimentos de transformación genética de la bacteria Streptococcus pneumoniae 
realizados por Avery, MacLeod y McCarthy, cuando el DNA empezó a considerarse el 
sustrato molecular de los genes. Esa bacteria tiene un fenotipo distinguible claramente; la 
cepa que causa neumonía en animales de experimentación, la cepa patógena, forma 
colonias lisas cuando se cultiva en el laboratorio. En cambio, la variante no patógena de 
esta bacteria forma colonias rugosas. La incubación de la cepa rugosa con DNA 
purificado de la cepa lisa la “transformaba” en una cepa lisa y patógena, y esa 
transformación era heredable a la descendencia de las bacterias así transformadas. Sólo 
el DNA, y ningún otro compuesto bioquímico purificado de la cepa lisa, resultó tener esta 
capacidad “transformante”. Ésta y otras pruebas experimentales similares demostraron 
que, a pesar de su “monotonía” bioquímica, el DNA era el sustrato físico de la herencia. 
La determinación de la estructura tridimensional del DNA por Watson y Crick, en 1953, 
reveló cómo es que esta macromolécula puede tener esa capacidad. No importa que sólo 
cuatro bloques de construcción constituyan esta macromolécula polimérica, la clave 
reside en la secuencia en que están dispuestos los bloques. Si las computadoras, con un 
alfabeto de sólo dos letras (binario), pueden manejar cantidades inimaginables de 
información, y ciertos seres humanos se las han arreglado para con sólo 27 letras escribir 
obras como Cien años de soledad, no es descabellado imaginar que el DNA se las pueda 
arreglar con sólo cuatro “símbolos” para “escribir” textos genotípicos complejos. 
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Dogma central de la biología molecular y polímeros 
informacionales 


El ya tradicional esquema del dogma central de la biología molecular indica las relaciones 
funcionales y jerárquicas que existen entre los polímeros informacionales: el DNA, el 
RNA mensajero (RNAm) y las proteínas (figura 26-2). La designación de 
“informacionales” se debe al hecho de que estas moléculas contienen la información 
indispensable para las funciones celulares. Se le considera “jerárquica” porque la 
información fluye de manera unidireccional a partir del DNA, el portador del genotipo. El 
dogma resume cómo la célula utiliza la información genotípica. Durante la duplicación del 
DNA, esta molécula se copia para que, después de cada mitosis, las células hijas se 
lleven una dotación genotípica completa. Para que esta información genotípica pueda ser 
utilizada, la célula deberá emprender un proceso de decodificación del genotipo que de- 
nominamos expresión génica. Esta expresión consiste en los procesos de la transcripción 
del DNA a mRNA y la traducción de la información contenida en el mRNA utilizando 
un código o clave, cuyas letras son los nucleótidos en éste, hacia un código o clave cuyas 
letras son los aminoácidos en las proteínas. Las relaciones funcionales existentes entre 
DNA, mRNA y proteínas se reflejan en sus propiedades estructurales, las cuales 
determinan la manera o el mecanismo mediante el cual la información genotípica fluye 
hacia (o se convierte en) información fenotípica. Por esto, es de esperar que DNA, RNA 
y proteínas compartan una correspondencia o equivalencia entre ellas definida claramente 
en sus estructuras. Como se explica a continuación, un requisito esencial para esta 
equivalencia radica en la linealidad y la direccionalidad de los polímeros informacionales. 
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Figura 26-2. El dogma central de la biología molecular y los polímeros informacionales. La doble cadena del 
DNA es la portadora de la información genotípica. Mediante la duplicación del DNA, las células hijas adquieren 
una copia genotípica completa, que ponen en uso mediante el proceso que llamamos expresión génica. Durante 
la expresión génica, hay un flujo de información que consiste en la transcripción del DNA en RNA y su 
traducción en proteínas. Durante este flujo se mantiene una correspondencia entre la linealidad y la 
direccionalidad de los polímeros informacionales. Aunque sólo hay una dirección en el flujo informativo (flechas 
continuas), existen virus que tienen cromosomas constituidos por RNA, los cuales, para su propagación y 
expresión, deben convertirse en DNA mediante un proceso que se ha llamado transcripción reversa (flecha 
punteada). 
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Linealidad, direccionalidad y correspondencia de los 
polímeros informacionales 


El DNA, sustrato físico y químico de la herencia, es una macromolécula polimérica de 
nucleótidos dispuestos en una secuencia lineal. En este aspecto estructural, el DNA, RNA 
y proteínas se asemejan, debido a que los tres son macromoléculas poliméricas lineales 
que pueden imaginarse como cadenas sin ramificaciones. Como cualquier cadena común 
y corriente, el DNA, RNA y proteínas están constituidos de eslabones o monómeros 
(bloques de construcción”). No obstante, el carácter bioquímico de estos monómeros es 
distinto. En el caso de los ácidos nucleicos, el DNA y RNA, los monómeros que 
componen sus cadenas son desoxirribonucleótidos y ribonucleótidos, respectivamente; en 
el caso de las proteínas, son los poco más de 20 diferentes aminoácidos que se 
encuentran en la naturaleza. Sólo cuatro nucleótidos distintos componen los ácidos 
nucleicos, los nucleótidos que contienen adenina (A), citosina (C), guanina (G) y timina 
(T), para el DNA; adenina (A), citosina (C), guanina (G) y uracilo (U), para el RNA. La 
correspondencia lineal que guardan entre sí los polímeros informacionales guía los 
procesos de transcripción y traducción durante la expresión génica (figura 26-3). 


Figura 26-3. Colinealidad de los polímeros informacionales. La correspondencia lineal de las secuencias de los 
polímeros informacionales se ilustra aquí con un fragmento de la secuencia nucleotídica del gen de la cadena $ de 
la hemoglobina humana. El DNA está compuesto por dos hélices o hebras que tienen secuencias complementarias 
entre sí. Durante la transcripción se sintetiza un RNA que posee una secuencia idéntica (salvo el uso de U en vez 

de T) a una de las cadenas del DNA transcrito. Durante la traducción del RNA, grupos de tres bases 
nucleotídicas (tripletes o codones) sirven para codificar cada uno de los aminoácidos de la proteína traducida. 


Algo en común que tienen los polímeros informacionales es que pueden 
conceptualizarse como lenguajes. A semejanza del español u otras lenguas, los lenguajes 
del DNA, el RNA y las proteínas pueden transmitir información al disponer en forma 
ordenada sus letras (monómeros) en palabras (genes y polipéptidos), que al ser 
descifradas nos transmiten un contenido que puede ser tan complejo como Cien años de 
soledad o el fenotipo de algún organismo viviente. Así como son fundamentales el orden 
y la dirección lineal en que están dispuestas las letras que ahora está leyendo el lector, de 
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la misma manera son fundamentales el ordenamiento y la direccionalidad de las 
secuencias monoméricas en los polímeros informacionales. De ello depende la correcta 
lectura de los textos genotípicos contenidos en el DNA y su correcta traducción 
fenotípica por medio del lenguaje de las proteínas. En los capítulos que siguen, este 
concepto fundamental será un tema recurrente. Baste por el momento decir que así 
como las palabras del español se leen de izquierda a derecha, las “palabras” del DNA y el 
RNA se leen de un extremo llamado 5” hacia un extremo llamado 3”, y que las “palabras 
del lenguaje proteínico” se leen del llamado extremo amino terminal hacia el extremo 
carboxilo terminal del polipéptido. Esta direccionalidad de las secuencias es fundamental 
para entender y traducir las palabras escritas en el lenguaje del DNA a las palabras 
equivalentes en el lenguaje del RNA y de ahí a las palabras correspondientes en el 
lenguaje de las proteínas. Esta traducción se basa en que las secuencias monoméricas de 
los polímeros informacionales siguen un ordenamiento preciso y una direccionalidad 
lineal. Las correspondencias lineales entre estas secuencias se mantienen durante la 
traducción de estos diferentes lenguajes, donde “de 5” a 3”” corresponde a “de N- 
terminal a C-terminal”. 

Una característica importante de los polímeros informacionales consiste en tener, 
continuando con la analogía lingüística, reglas de puntuación y sintaxis. Debido a sus 
diferencias estructurales, estas reglas son particulares para cada uno de dichos lenguajes 
poliméricos. Por ejemplo, el genotipo completo de Escherichia coli (E. coli), una 
bacteria que con frecuencia vive en el tubo digestivo de los mamíferos, está contenido en 
una sola molécula circular de DNA de 4.64 millones de pares de bases (alrededor de 3.0 


x 10? Da de peso molecular). En esta gigantesca molécula genómica están escritos los 
4435 genes de E. coli. La gran mayoría de estos genes se expresan como cadenas 


polipeptídicas, que tienen en promedio de 180 a 900 aminoácidos (de 2 x 10% a 10% Da 
de peso molecular, en promedio). Para cada una de estas proteínas existe un 
intermediario molecular, el mRNA, que se transcribe a partir del gen correspondiente 
situado en algún lugar del DNA cromosómico. Estos hechos implican dos cosas: a) que 
en la molécula de DNA coexisten una multitud de genes, dispuestos uno tras otro en una 
larga fila, como los párrafos del libro que el lector tiene en sus manos, y b) que en el 
DNA existen elementos de puntuación que establecen los límites entre un gen y otro, así 
como las instrucciones que permiten su expresión selectiva, según las necesidades 
homeostásicas del organismo. Para una correcta y eficiente expresión génica, es decir, 
para el establecimiento de un adecuado fenotipo, la célula debe reconocer los elementos 
de puntuación e instrucciones que hay en el DNA. De hecho, podría decirse que los 
capítulos siguientes se dedican a explicar cómo la célula y los organismos leen estos 
elementos de puntuación para usar y preservar la direccionalidad y el ordenamiento de 
las secuencias poliméricas que constituyen sus repertorios genotípicos. 
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Las secuencias inscritas en los polímeros 
informacionales son mutables 


Por el hecho de estar sustentados por lenguajes moleculares basados en un orden 
secuencial de monómeros dentro de un polímero, los genotipos son susceptibles de 
modificaciones. Estas últimas pueden consistir en cambios de un monómero por otro, o 
en la eliminación o repetición de uno o más monómeros. Estos cambios genotípicos 
pueden reflejarse en alteraciones fenotípicas. Volviendo a la analogía lingüistica, es 
posible imaginar cómo una mutación en la cita de García Márquez al principio de este 
capítulo puede acarrear, o no, un cambio significativo en lo que se interpreta de ese texto. 
Por ejemplo, una sustitución de una c por la h en la palabra final “hielo” tiene un 
tremendo efecto en el significado y la intención del texto, mientras que una sustitución de 
una z por la s en la palabra inicial “muchos” de seguro ofenderá a la ortografía, pero no 
impedirá comprender el texto y reconocerlo como parte de Cien años de soledad. De 
manera semejante, los cambios genotípicos, que se denominan en forma general 
mutaciones, tienen distintos grados de efecto fenotípico, desde los incompatibles con la 
vida hasta los más inocuos. Por ejemplo, la mutación consistente en la sustitución de tan 
sólo un nucleótido en la secuencia del gen de la cadena $ de la hemoglobina causa la 
sustitución correspondiente de un aminoácido del polipéptido. Estos cambios se 
manifiestan fenotipicamente como la enfermedad llamada anemia de células falciformes 
(figura 26-4). En cambio, otras mutaciones, que podrían ser de una extensión aún mayor 
que una sustitución nucleotídica, pueden pasar inadvertidas a nivel fenotípico. A este tipo 
de mutaciones, que no se manifiestan en el fenotipo, se les conoce como silenciosas. 
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Figura 26-4. Mutaciones en el genotipo pueden ocasionar graves cambios fenotípicos. Debido a la colinealidad 
que existe entre DNA y RNA, una mutación en la que se sustituya una A por una T en el gen de la cadena f de la 
hemoglobina humana origina RNA mutantes, los cuales al ser traducidos pueden ocasionar alteraciones en la 
secuencia polipeptídica. El caso aquí ilustrado corresponde a la llamada hemoglobina S, en la que un glutámico de 
la cadena f es reemplazado por una valina en el producto final de la traducción (comparar con la figura 26-3). 
Este reemplazo causa un grave defecto estructural y funcional en la hemoglobina. Los pacientes que sufren esta 
mutación presentan anemia de células falciformes, así llamada por la morfología característica que sus eritrocitos 
adoptan cuando la presión de oxígeno sanguíneo disminuye. 


Una característica del DNA, resultado de sus propiedades bioquímicas, es su inevitable 
mutabilidad, como se verá en los siguientes capítulos. Estas mutaciones son parte 
esencial e inevitable de lo que llamamos vida. Este continuo cambio, que es en principio 
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azaroso y puede ser silencioso desde el punto de vista fenotípico, proporciona la base 
para la evolución de las especies, ya que a través de él se origina la variabilidad 
individual, o polimorfismo genético, en los miembros de las diversas especies. Debe ser 
clara para el estudiante la tremenda relevancia que tiene la mutabilidad genotípica en la 
evolución de las especies y la diversidad individual que hay dentro de ellas. Las muta- 
ciones pueden verse como ensayos de la naturaleza en que se prueban alternativas 
genotípicas/fenotípicas distintas de las prexistentes de donde provienen. Estas nuevas al- 
ternativas son puestas a prueba por la selección natural. Si estas nuevas alternativas se 
reflejan en una mejor adaptación del organismo, dentro de un contexto ambiental en 
particular, reemplazarán a las originales. Si se reflejan en una peor adaptación, tenderán a 
desaparecer. En todo caso, contribuyen a la variabilidad de los individuos dentro de una 
especie. Sin embargo y como se podía esperar, las células y los organismos han 
desarrollado, gracias a la evolución, un repertorio enzimático que está en continua lucha 
por mantener los cambios genotípicos en un mínimo, ya que si se producen muchas 
mutaciones génicas en un organismo, alguna o algunas de ellas podrían dar por resultado 
una mejor adaptación de éste a su medio, pero también se producirán otras que podrían 
ser deletéreas, lo cual de seguro dejaría sin efecto las mutaciones que son favorables para 
el organismo. Si las mutaciones se mantienen en un mínimo, es muy probable que en un 
organismo se produzca sólo una mutación que resulte en una mejor adaptación y que por 
tanto sea de manera evolutiva valiosa para la especie, o bien que se produzca sólo una 
mutación que sea deletérea para el organismo, un error en este ensayo de la naturaleza, 
que será eliminado con facilidad. 


e clínico 


Los seis decenios transcurridos desde la determinación de la estructura tridimensional del DNA por Watson y Crick han 
presenciado un vertiginoso avance en el entendimiento de los procesos bioquímicos de las moléculas informacionales, resumido en 
el “dogma”. Esto ha dado la posibilidad de manipular y descifrar los genes. Hoy en día se conoce el contenido genotípico —o 
genoma- completo de varias especies, entre ellas la del ser humano. A la fecha se han identificado genes involucrados en 
enfermedades del ser humano y ya empiezan a desarrollarse métodos para su “terapia génica”, es decir, para revertir las mutaciones 
que en ellos ocurren y restaurarlos a su estructura y función normales. En la actualidad, la posibilidad de manipulación de los genes 
ha permitido el desarrollo de productos elaborados a partir de “DNA recombinante” y ha generado los “milagros” de la 
biotecnología. Por ejemplo, ha sido posible identificar el gen de la insulina humana y forzar su expresión en una bacteria como Æ. 
coli, de la cual pueden obtenerse, para beneficio de los pacientes con diabetes, grandes cantidades de un producto que antes sólo se 
podía purificar de páncreas de otras especies. Y esto es sólo el comienzo de una etapa en que el conocimiento y el uso de las 
moléculas informacionales cambiarán de forma radical la calidad de la vida humana, quizás en la misma medida en que lo hizo, hace 
casi un siglo, la introducción de la energía eléctrica. Para ningún estudiante de cualquier disciplina biológica esta revolución pasará 
inadvertida. 


e Preguntas de reforzamiento 


1 Ejemplos de factores epigenéticos 
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a) Las mutaciones del DNA. 

b) Las aberraciones cromosómicas. 

c) Las modificaciones postranscrip cionales. 
d) Las modificaciones postraduccionales. 
e) Los factores medioambientales. 


2 ¿Qué establece el dogma central de la biología molecular? 
a) -El DNA porta la información genética de todos los organismos. 
b) El DNA tiene una estructura de doble hélice. 
c) La información génica fluye de forma unidireccional de DNA a mRNA a proteína. 
d) La información génica fluye de DNA a mRNA a proteína y viceversa. 
e) El código genético es universal. 


3 ¿Qué evidencia muestran los experimentos de transformación bacteriana de Avery, McLeod y McCarty del DNA? 
a) Existe. 
b) Se replica de manera semiconservativa. 
c) Tiene una estructura de doble hélice. 
d) Porta la información génica. 
e) Es un polímero de nucleótidos. 


4 ¿Cómo se manifiesta una mutación silenciosa? 
a) Ocurre en el RNA. 
b) No se manifiesta en el fenotipo. 
c) Ocurre en el DNA, pero se corrige y no pasa al RNAm. 
d) No se transcribe. 
e) No se traduce. 


Respuestas: 1.e2.c,3.4,4.b. 
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e Nucleótidos: bloques de construcción de los ácidos nucleicos 
e Nucleótidos libres de importancia bioquímica 


e Los nucleótidos usan sus grupos fosfato para formar polimeros 
e Las dos cadenas del DNA forman una hélice doble 


e Las dos cadenas del DNA son complementarias y antiparalelas 

e Estructura tridimensional de la hélice doble del DNA 

+ Estructura secundaria del RNA: dobles cadenas complementarias y antiparalelas 
e Bases nitrogenadas “menores” en los ácidos nucleicos 


e clave 


Í Los nucleótidos están formados por una pentosa, una base nitrogenada y un fosfato. 
2 Los nucleótidos en la misma cadena de DNA o RNA están unidos por enlaces fosfodiéster. 


3 En la doble hélice de DNA, los armazones de desoxirribosa fosfato de cada cadena, con sus cargas aniónicas, quedan situadas al 
exterior y las bases nitrogenadas, al interior de las dos cadenas. 


Á Las dos cadenas en la doble hélice de DNA se mantienen mediante puentes de hidrógeno que se forman entre las bases 
nitrogenadas. 


5 En el DNA, el pareamiento de bases nitrogenadas por puentes de hidrógeno es adenina-timina y citosina-guanina. 


6 Las cadenas del DNA son antiparalelas: una de las cadenas se dispone a lo largo del eje de la hélice con direccionalidad 53”, 
mientras que su cadena complementaria lo hace con la direccionalidad opuesta 3?>5”. 


7 La conformación B es el tipo principal de hélice que el DNA forma en la naturaleza. 
8 La conformación Z del DNA es una hélice alargada de giro zurdo. 

9 La distancia entre cada par de nucleótidos en el DNA es 0.34 nm. 

10 Cada 10 pares de bases el DNA da un giro completo. 


1Í Las estructuras secundarias en los RNA de transferencia se forman cuando distintas regiones de éste presentan 
comp lementariedad y forman una doble hélice estable. 


12 La modificación de bases nitrogenadas para formar bases “menores” en el tRNA ocurre de forma postranscripcional. 


13 En eucariontes, la única base “menor” en el DNA es 5-metil-citosina. 
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Los ácidos nucleicos, llamados así originalmente por su reacción ácida y por su 
localización nuclear, son macromoléculas. Hoy se sabe que la localización de estas 
moléculas es amplia. El ácido desoxirribonucleico (DNA) reside en el núcleo, en las 
mitocondrias y en los cloroplastos de organismos eucarióticos, mientras que el ácido 
ribonucleico (RNA) se le encuentra también en el citoplasma y asociado al retículo 
endoplásmico. La lógica de esta distribución celular estriba en las funciones celulares de 
los ácidos nucleicos. El DNA, el portador permanente de la información genotípica ce- 
lular, puede determinar el fenotipo de la célula desde el interior del núcleo gracias a la 
transcripción de su información en RNA, moléculas efímeras que viajan a otros 
compartimientos celulares para ejecutar las instrucciones genotípicas transcritas en ellas. 
Esta compartimentalización celular de los ácidos nucleicos no existe en los organismos 
procarióticos, que carecen de núcleo celular. La compartimentalización de los ácidos 
nucleicos afecta el modo en que se expresan los genes en estos dos tipos de organismos. 
Por ejemplo, la traducción de los RNA en proteínas en los procariotas se lleva a cabo en 
forma simultánea con la transcripción del DNA, mientras que en los eucariotas, la 
transcripción y traducción están física y temporalmente separadas por la membrana 
nuclear. Las mitocondrias y los cloroplastos, al no tener compartimentalizados sus ácidos 
nucleicos, asemejan más la situación de los procariotas. 


booksmedicos.org 


Nucleótidos: bloques de construcción de los ácidos 
nucleicos 


Los ácidos nucleicos son polímeros construidos por monómeros llamados nucleótidos. A 
su vez, un nucleótido está compuesto por una pentosa, una base nitrogenada y un 
fosfato. En los nucleótidos que constituyen el RNA, la pentosa es la ribosa y, en el caso 
del DNA, es la 2”-desoxirribosa, es decir, una ribosa que carece del grupo OH en la 
posición 2”. De esta distinción a nivel del carbono 2” surgen las diferencias químicas 
fundamentales entre el DNA y el RNA. Ejemplo de una de ellas es la gran susceptibilidad 
que tiene el RNA a la hidrólisis alcalina. Las pentosas de los ácidos nucleicos existen en 
sus isómeros cíclicos, es decir, son furanosas. Por convención, los carbonos del anillo 
furánico se han designado del 1” al 5”, como se indica en la figura 27-1. 


Unión del fosfato 


OH 
X OH 
z GH 
5 | “0 l Unión de CH2 0. OH 
e kit ar” la base L kt 
HC CH nitrogenada HC CH 
E Vo / 
HC — CH HC — CH 
I ES 
OH H 
OH OH 
Ribofuranosa 2' desoxirribofuranosa 


Figura 27-1. Los nucleósidos están formados por una pentosa y una base nitrogenada. Dependiendo de la 
pentosa constitutiva, los nucleósidos son ribonucleósidos o desoxirribonucleósidos. En ambos casos, la unión de 
la base nitrogenada siempre ocurre en la posición 1” de la pentosa, como se ilustra en estos dos ejemplos. 


La unión de una base nitrogenada con una pentosa se denomina nucleósido. La base 
nitrogenada se une al carbono 1” de la pentosa, por lo cual queda por arriba del plano de 
la ribosa. Hay cinco distintas bases nitrogenadas en los ácidos nucleicos: adenina, guanina 
y citosina, que se encuentran tanto en el DNA como en el RNA; la timina, presente sólo 
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en el DNA, y el uracilo, que se halla sólo en el RNA. Desde el punto de vista químico, 
estas bases nitrogenadas son compuestos heterocíclicos (anillos con dos o más tipos de 
átomos) del tipo de las purinas (guanina y adenina) o las pirimidinas (citosina, uracilo y 
timina). Por convención, los átomos que forman los anillos purínicos y pirimidínicos se 
han numerado como se ve en la figura 27-2. Los nombres de los nucleósidos derivan de 
sus correspondientes bases nitrogenadas (cuadro 27-1). Una propiedad de los anillos 
purínicos y pirimidínicos es su planaridad, es decir, que todos los átomos del heterociclo 
se pueden extender sobre un plano. De ahí que un nucleósido esté formado por dos 
estructuras planas, la base nitrogenada y la pentosa. Estos componentes planares tienen 
una orientación relativa perpendicular entre sí, la cual determina la geometría en el 
espacio del polímero de DNA de doble cadena (figuras 27-3 y 27-6C). 
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Figura 27-2. Bases nitrogenadas de los ácidos nucleicos. Por convención, los átomos constitutivos de los anillos 
púricos y pirimidínicos se han numerado como se indica. La hipoxantina es un intermediario metabólico de las 
purinas, normalmente no se encuentra en el DNA ni en el RNA. 


Cuadro 27-1. Nomenclatura de los nucleósidos y nucleótidos más abundantes 


Adenina (+ ribosa) Adenosina (+1 fosfato en 5”) AMP 5”-Monofosfato de adenosina o ácido adenílico 
Adenosina (+ 2 fosfato en 5”) ADP 5”-Difosfato de adenosina o ácido difosfoadenílico 
Adenosina (+ 3 fosfato en 5”) ATP 5”-Trifosfato de adenosina o ácido trifosfoadenílico 
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Adenina (+ desoxirribosa) 


Citosina (+ ribosa) 


Citosina (+ desoxirribosa) 


Guanina (+ ribosa) 


Guanina (+ desoxirribosa) 


Timina (+ desoxirribosa) 


Uracilo (+ ribosa) 


Hipoxantina (+ ribosa) 


Desoxiadenosina (+ 1 fosfato en 5”) 


Desoxiadenosina (+ 2 fosfatos en 
Desoxiadenosina (+ 3 fosfatos en 


Citidina (+1 fosfato en 5”) 
Citidina (+ 2 fosfatos en 5”) 
Citidina (+ 3 fosfatos en 5”) 


Desoxicitidina (+ 1 fosfato en 5”) 


5) 
5) 


Desoxicitidina (+ 2 fosfatos en 5”) 
Desoxicitidina (+ 3 fosfatos en 5”) 


Guanosina (+1 fosfato en 5”) 
Guanosina (+ 2 fosfatos en 5”) 
Guanosina (+ 3 fosfatos en 5”) 


Desoxiguanosina (+ 1 fosfato en 5”) 


Desoxiguanosina (+ 2 fosfatos en 
Desoxiguanosina (+ 3 fosfatos en 


Timidina (+ 1 fosfato en 5”) 
Timidina (+ 2 fosfatos en 5”) 
Timidina (+ 3 fosfatos en 5”) 


Uridina (+1 fosfato en 5”) 
Uridina (+ 2 fosfatos en 5”) 
Uridina (+ 3 fosfatos en 5”) 


Inosina (+1 fosfato en 5”) 
Inosina (+ 2 fosfatos en 5”) 
Inosina (+ 3 fosfatos en 5”) 


5) 
5) 
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dAMP 
dADP 
dATP 


CMP 
CDP 
CTR 


dCMP 
dCDP 
dCTP 


GMP 
GDP 
GTP 


dGMP 
dGDP 
dGTP 


TMP 
TDP 
TTP 


UMP 
UDP 
UTP 


IMP 
IDP 
ITP 


5”-Monofosfato de desoxiadenosina 
5”-Difosfato de desoxiadenosina 
5”-Trifosfato de desoxiadenosina 


5”-Monofosfato de citidina o ácido citidílico 
5”-Difosfato de citidina o ácido difosfocitidílico 
5”-Trifosfato de citidina o ácido trifosfocitidílico 


5”-Monofosfato de desoxicitidina 
5”-Difosfato de desoxicitidina 
5”-Trifosfato de desoxicitidina 


5”-Monofosfato de guanosina o ácido guanílico 
5”-Difosfato de guanosina o ácido difosfoguanílico 
5”-Trifosfato de guanosina o ácido trifosfoguanílico 


5”-Monofosfato de desoxiguanosina 
5”-Difosfato de desoxiguanosina 
5”-Trifosfato de desoxiguanosina 


5”-Monofosfato de timidina o ácido timidílico 
5”-Difosfato de timidina o ácido difosfotimidílico 
5”-Trifosfato de timidina o ácido trifosfotimidílico 


5”-Monofosfato de uridina o ácido uridílico 
5”-Difosfato de uridina o ácido difosfouridílico 
5”-Trifosfato de uridina o ácido trifosfouridílico 


5”Monofosfato de inosina o ácido inosínico 
5”-Difosfato de inosina o ácido difosfoinosínico 
5”-Trifosfato de inosina o ácido trifosfoinosínico 
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Figura 27-3. Pentosas de los ácidos nucleicos. La ribofuranosa se encuentra en el ácido ribonucleico (RNA) y la 
desoxirribofuranosa en el ácido desoxirribonucieico (DNA). 


Al incorporar un fosfato, el nucleósido se convierte en un nucleótido y adquiere con 
ello su carácter ácido. El grupo fosfato se une a la pentosa del nucleósido mediante un 
enlace fosfoéster. Debido a la posibilidad del fosfato de formar múltiples enlaces éster, en 
un nucleótido pueden estar presentes dos o hasta tres fosfatos unidos por enlaces 
fosfodiéster. En la figura 27-4 se ilustra el nucleósido adenina y sus tres posibles 
nucleótidos 5”. La nomenclatura de los nucleótidos deriva del nucleósido correspondiente 
y debe indicar la posición (5° o 3”) y el número (mono-, di- otri-) de los grupos fosfato 


(cuadro 27-1). 
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Figura 27-4. Los nucleótidos están formados por un nucleósido y un fosfato. El enlace fosfoéster puede 
establecerse con el OH de las posiciones 3” o 5”. En los nucleótidos llamados “cíclicos”, el fosfato está 
doblemente unido a la pentosa. En el caso del AMP cíclico, un solo fosfato establece dos enlaces fosfoéster, uno 
con el OH de la posición 5”, y otro con el de la posición 3” de la adenosina. Cuando dos o tres grupos fosfato se 
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unen a la pentosa, el nucleótido resultante se denomina difosfo o trifosfonucleótido, respectivamente. 
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Nucleótidos libres de importancia bioquímica 


Además de ser los constituyentes de los ácidos nucleicos, los nucleótidos y sus derivados 
participan en otros procesos bioquímicos celulares. Por ejemplo, el ATP, la “moneda” 
bioenergética celular, suministra energía libre para la catálisis de múltiples reacciones 
biosintéticas. De hecho, las proporciones intracelulares de ATP, ADP y AMP sirven para 
determinar el “nivel energético” celular y, con ello, regular de manera coordinada varias 
vías metabólicas. El AMP es uno de los nucleótidos del FAD (dinucleótido de flavina y 


adenina), del NAD” (dinucleótido de nicotinamida y adenina) y del NADP* (fosfato de 
dinucleótido de nicotinamida y adenina), coenzimas que participan en reacciones de 
óxido-reducción. El AMP también es el nucleótido presente en la coenzima A (nucleótido 
de adenina derivado del ácido pantoténico, una vitamina) involucrada en la “activación” 
de grupos acilo. Nucleótidos derivados de uridina funcionan como transportadores de los 
azúcares con que se forman carbohidratos complejos, como el glucógeno y las cadenas 
de polisacárido con las cuales se modifican algunas de las proteínas transmembrana y 
secretorias. El recambio de GDP por GTP y su subsecuente hidrólisis a GDP sirven para 
controlar la actividad de proteínas reguladoras de cascadas de señalización intracelular. 
Los mononucleótidos cíclicos como el AMP cíclico (cAMP, figura 27-4) son importantes 
reguladores metabólicos. En eucariotas, el cAMP funciona como segundo mensajero de 
hormonas, activando las proteínas cinasas dependientes de cAMP. En células procariótl- 
cas, el cAMP coordina una respuesta de estrés catabólico activando la transcripción de 
ciertos genes. 
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Los nucleótidos usan sus grupos fosfato para formar 
polímeros 


La posibilidad del fosfato de formar enlaces fosfodiéster también permite eslabonar dos o 
más mononucleótidos en cadenas poliméricas, como se ilustra en la figura 27-5. En la 
naturaleza, durante la síntesis de los ácidos nucleicos, el fosfato del enlace fosfodiéster es 
donado por un 5”-trifosfonucleótido que reacciona con el grupo OH libre de la posición 
3” de otro nucleótido. Durante la formación de este enlace se libera una molécula de 
pirofosfato. La energía liberada por la hidrólisis del pirofosfato es el costo bioenergético 
de la adición de un eslabón, o monómero, durante la polimerización o síntesis de los 
ácidos nucleicos. En cada nueva adición, el trifosfonucleótido por añadirse se enlaza con 
un grupo OH libre situado en la posición 3” del nucleótido aceptor. Debido a esto, en el 
DNA el extremo 5” está fosforilado y el extremo 3” tiene un OH libre. 
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Elemento repetitivo de la armazón 


Enlace 
fostodiéster 


Pirofosfato 


Figura 27-5. Los nucleótidos son los monómeros de los ácidos nucleicos. El armazón constitutivo de los 
polinucleótidos está formado por átomos de la pentosa y del fosfato, y es el mismo para el DNA y el RNA. En 
esta figura se ejemplifica cómo a la secuencia polinucleotídica 5”-P- (nI)- (n2)-(n3)-OHP” se le añade, por el 
extremo 3” OH libre, el trifosfonucleótido (n4). 


Aunque el RNA tiene grupos OH en las posiciones 3” y 2”, la síntesis del RNA en la 
naturaleza sólo ocurre adicionando nucleótidos a los hidroxilos situados en la posición 3”, 
como se ilustra en la figura 27-5. De ahí que los polinucleótidos del DNA y el RNA tengan 
el mismo armazón químico constituido por los siguientes átomos: P-O-C(5”)-C(4”)-C(B”)- 
O, los cuales se repiten tantas veces como mononucleótidos tenga el polímero. Es de 
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notarse que a esta armazón sólo contribuyen tres carbonos de la pentosa y que es 
independiente de si la posición 2” está o no hidroxilada. Los átomos de la pentosa que no 
forman parte de este armazón sirven de enlace entre las bases nitrogenadas y el armazón. 
Así, las bases nitrogenadas quedan unidas al carbono 1” y funcionan como cadenas 
laterales variables del polímero. El mismo armazón podría servir para un polímero que 
contenga sólo adeninas, guaninas o cualquier combinación de bases nitrogenadas, sin 
importar la longitud y la composición nucleotídica del polímero. En forma análoga a los 
polipéptidos, los átomos que forman el armazón de los ácidos nucleicos sirven para 
determinar la direccionalidad de estos polímeros lineales. En los polipéptidos, la 
direccionalidad se define del extremo amino libre hacia el extremo carboxilo libre. En los 
ácidos nucleicos, la direccionalidad se define del extremo 5” del armazón hacia su 
extremo 3”. Esta direccionalidad permite identificar de forma química al polímero, sin 
ambigúedad alguna. Cada polímero es único, no sólo por la identidad de sus monómeros, 
sino también por la secuencia en que estén ligados al armazón. Por ejemplo, el 
polipéptido definido por los aminoácidos metionina (M), alanina (A), asparagina (N), 
treonina (T), ácido glutámico (E) y leucina (L), dispuestos en el orden, amino-M-A-N-T- 
E-L-carboxilo, es distinguible del polipéptido formado por los mismos cinco aminoácidos, 
pero dispuestos en otro orden: amino-M-E-N-T-A-L-carboxilo. En el caso de los ácidos 
nucleicos, un polímero de DNA definido como 5”-C-A-G-A-T-A-3” es distinguible de 
hexanucleótido 5”-T-A-C-A-G-A-3”, que está compuesto por los mismos nucleótidos 
pero en distinta secuencia u ordenamiento. La célula y su repertorio enzimático recono- 
cen con gran precisión esta identidad de composición y secuencia de los polímeros 
informacionales. De hecho, tal identidad es crítica para su funcionamiento como ma- 
cromoléculas que almacenan y expresan información genotípica. 

Durante la adición de nucleótidos a las cadenas de DNA o RNA, un 5- 
trifosfonucleótido reacciona con el grupo OH libre de la posición 3” de la cadena de DNA 
o RNA, liberando pirofosfato, por lo que el nuevo nucleótido queda incorporado como 
monofosfonucleótido. 

En los ácidos nucleicos la direccionalidad se define del extremo 5” de la armazón hacia 
su extremo 3”. 

Es posible distinguir un polinucleótido de otro por la secuencia de los nucleótidos que 
los componen, considerando la direccionalidad 5” a 3”. 
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Las dos cadenas del DNA forman una hélice doble 


El DNA está formado por dos cadenas o hebras polinucleotídicas que se aparean entre sí 
formando lo que se ha llamado la doble hélice del DNA. Debido a los ángulos que 
adoptan entre sí los átomos que conforman sus armazones, los polinucleótidos del DNA 
tienden a enrollarse en una estructura helicoidal cuando se parean. En esta doble hélice, 
los armazones de desoxirribosafosfato de cada cadena, con sus cargas aniónicas, quedan 
situadas al exterior, y las bases nitrogenadas en medio de las dos cadenas (figura 27-6). De 
hecho, las hebras de la hélice se mantienen unidas por las interacciones no covalentes 
que se dan entre sus bases nitrogenadas. Los puentes de hidrógeno que se establecen 
entre algunos hidrógenos y átomos electronegativos de las bases nitrogenadas son parte 
de estas interacciones. El pareamiento de las bases nitrogenadas por medio de puentes de 
hidrógeno se ilustra en la figura 27-6. Este pareamiento ocurre tan sólo entre una purina y 
una pirimidina. Los pareamientos que se observan en la doble hélice del DNA son entre 
adenina y timina, y entre citosina y guanina. Esto explica de modo satisfactorio porqué en 
el DNA de todos los organismos analizados, las cantidades molares de adenina son 
iguales a las de timina y las de guanina igual a las de citosina (la llamada regla de 
equivalencia de Chargaff). Nótese que el par guanina-citosina establece tres puentes de 
hidrógeno (G = C), mientras que el par adenina-timina sólo forma dos puentes (A = T). 
Esto se traduce en una mayor cohesión o estabilidad para el par G = C que para el par A 
= T. No obstante, la diferencia en número de puentes de hidrógeno, las dimensiones del 
par G = C y del par A = T, medidas desde los carbonos 1” de las desoxirribosas mediante 
las cuales se unen al armazón, son idénticas (1.085 nm). Debido a ello, los armazones de 
las cadenas se mantienen equidistantes entre sí a lo largo de la hélice, dándole aspecto 
cilíndrico, con un diámetro uniforme de 2 nm. Si las bases pareadas en el interior de la 
hélice son diferentes de los pares A = T o C = G, el grosor de la hélice puede sufrir una 
distorsión. Por ejemplo, el pareamiento entre dos purinas ocasionaría que las distancias 
entre las armazones aumentasen, causando un “abultamiento” en la hélice. Estas 
distorsiones permiten que ciertas proteínas reconozcan un pareamiento anómalo y 
procedan a “repararlo”. 
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Figura 27-6. Las cadenas del DNA son complementarias y antiparalelas. A) Vista aplanada de un segmento de 
DNA. Los armazones constitutivos de estos polinucleótidos complementarios tienen orientaciones antiparalelas, es 
decir, que mientras una sigue la dirección 5? — 3”, su cadena apareada se orienta en la dirección opuesta, 3”> 
5”. Al interior de estos armazones quedan los pares de bases complementarias A= T y G=C. B) Puentes de 
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hidrógeno del tipo Watson-Crick que se observan comúnmente en el DNA. Las distancias que existen entre los 
carbonos 1” de los armazones son las mismas, independientemente del par de bases C) Vista tridimensional de un 
segmento de DNA. Nótese la orientación relativa, casi perpendicular, de los anillos planos del par de bases 
nitrogenadas con respecto a las pentosas del armazón y al eje de la doble hélice. 
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Las dos cadenas del DNA son complementarias y 
antiparalelas 


El pareamiento y enrollamiento de las dos cadenas de la doble hélice del DNA son 
complementarios de secuencias y ocurren en forma antiparelela. La primera característica 
es fácil de intuir, pues depende del pareamiento entre los pares de bases: G = C y A=T. 
Cada posición A de una cadena se pareará con su base complementaria T. Del mismo 
modo, un grupo de bases con la secuencia 5"GAATTC3” en una cadena requerirá, para 
parearse, de la secuencia 3"CTTAAGS5” complementaria correspondiente en la otra 
cadena. La segunda característica, la antiparalelidad, indica que la dirección en que 
corren dos cadenas del DNA es opuesta. Es decir, una de las cadenas se dispone a lo 
largo del eje de la hélice con direccionalidad 5? — 3” y que su cadena complementaria lo 
hará con la direccionalidad opuesta 3” — 5” (figura 27-6). En la naturaleza, las cadenas del 
DNA siempre se disponen en forma complementaria y antiparalela. De esta manera, en el 
ejemplo anterior, la dirección de estos hexanucleótidos es la siguiente: 


1* cadena (referencia) 


5 —p—G—p—A—p—A—p—T—p—T—p—C—OH—3" 
ll l l | l ll 
3 —O0H-—C—p—T—p—T—p—A—p—A—p—G—p—5 


2° cadena (complementaria) 


Sólo cadenas que tengan complementariedad de bases cuando se alinean en forma 
antiparalela pueden formar una doble hélice, ya que sólo de esta manera los átomos que 
forman los puentes de hidrógeno están lo suficiente cerca para que los puentes se puedan 
formar. Esta propiedad de la hélice doble del DNA es fundamental para su función 
biológica, pues determina que una cadena tenga una contraparte única e inequívoca. La 
secuencia nucleotídica de una cadena queda de forma implícita determinada por la 
secuencia de su cadena complementaria. Gracias a esto, cada una de las cadenas del 
DNA sirve de molde para dirigir la duplicación fidedigna de su cadena complementaria. 
También, gracias a esta complementariedad y antiparalelidad, una cadena sencilla de 
DNA identifica en forma específica a su complementaria. En esta capacidad de 
identificación de las cadenas complementarias se basa el análisis de genes por medio de 
técnicas de hibridación. 
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Estructura tridimensional de la hélice doble del DNA 


Los estudios cristalográficos de Franklin y Wilkins, así como su análisis por Watson y 
Crick, sirvieron para proponer un modelo tridimensional para la estructura de la hélice 
doble del DNA. El tipo principal de hélice que el DNA forma en la naturaleza se 
denomina conformación B (figura 27-7). Otras conformaciones que puede adoptar el DNA 
son la conformación cruciforme, la cuádruplex-G y la Z. Estas conformaciones del DNA 
diferentes a la canónica conformación B, han mostrado ser sitios con altas tasas de 
mutaciones, que se asocian con varias patologías. También se ha determinado que ciertos 
genes regulan su expresión al adoptar la conformación Z, una hélice alargada de giro 
zurdo. No debe pensarse que otras conformaciones del DNA, como la Z, son raras en la 
naturaleza. Se estima que en el DNA humano existen, de forma transitoria, unas 100 000 
regiones de DNA con conformación Z en cualquier momento dado. 
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d ` Contorno del “área” 
4 cubierta por el par de bases 


Surco 
mayor 


Altura de una 
vuelta completa 
de la hélice: 3.46 nm 


Par de bases apiladas 


Surco 
Un par de bases puede menor 
ser reconocido por grupos T-A 
que asoman por 
los surcos, 


Éste es un par GC 


Figura 27-7. La hélice doble del DNA en la conformación tipo B. A) Corte transversal y perpendicular a la 
dirección del eje de la doble hélice. La sección resultante enfatiza que la superficie de la hélice no está 
completamente cubierta por el armazón de pentosas y fosfatos. Las porciones descubiertas esculpen los surcos 
menor y mayor que se observan claramente en la vista lateral. B) Vista lateral de la doble hélice. Se requiere de la 
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aposición de 10 pares de bases para obtener un giro completo de la hélice. Por convención, se dice que la 
dirección de este giro es hacia la derecha o diestro. Aunque las bases nitrogenadas quedan apiladas al interior de la 
hélice, algunos de sus átomos asoman por los espacios libres dejados por los surcos. 


En la conformación B, la hélice del DNA tiene la forma de un largo cilindro con diáme- 
tro de 2 nm. Cada par de bases contribuye a la longitud de la hélice en 0.34 nm y la hace 
girar 36° hacia la derecha. Este giro hace que, al irse apilando, los pares de bases se 
desplacen en un factor de 36° con respecto al par vecino y que cada 10 pares de bases 
haya una revolución completa (360%) del enrollamiento de la hélice. El armazón, 
constituido por las pentosas y los fosfatos, con sus cargas negativas, queda por fuera de 
la hélice y va girando a lo largo del eje de ésta en forma diestra. Los anillos purínicos y 
pirimidínicos de cada par de bases se sitúan en el interior de la hélice, alineándose en un 
solo plano. Este plano, que incluye el par de bases y sus puentes de hidrógeno, se sitúa 
en forma casi perpendicular al eje de rotación de la hélice. El apilamiento de los pares de 
bases permite una interacción electrónica del tipo de las fuerzas de van der Waals entre 
los anillos, la cual contribuye a la estabilidad de la hélice. 

El cilindro imaginario que constituye la doble hélice del DNA es flexible y tiene relieves 
en su superficie. Aunque el espacio que separa las cadenas del DNA es constante, el eje 
de rotación de la hélice no está del todo centrado entre las bases pareadas. Este eje está 
desplazado hacia el frente de la línea imaginaria que une los carbonos 1” por donde se 
enlazan las bases al armazón. Esto causa que, al girar, la hélice vaya esculpiendo en su 
exterior un surco mayor y un surco menor. Estos surcos corresponden a los espacios de 
la hélice no cubiertos por el armazón de pentosa fosfato. Constituyen áreas por donde 
ciertos tipos de proteínas pueden interactuar con el DNA mediante el reconocimiento 
específico de secuencias nucleotídicas. A través de estos surcos, los átomos de las bases 
nitrogenadas (que definen las secuencias del DNA) presentan sitios específicos de 
contacto e interacción con moléculas exteriores a la hélice. No importa que las bases 
nitrogenadas estén alojadas en el interior de la hélice doble, los surcos son el sitio de 
acceso a ellas; son sitios de crucial importancia para que la maquinaria enzimática y otras 
proteínas reguladoras “lean”, a través de ellos, las secuencias nucleotídicas del DNA 
responsables de la especificidad de la interacción. 
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Estructura secundaria del RNA: dobles cadenas 
complementarias y antiparalelas 


Aunque el RNA difiere de forma estructural del DNA por tener un OH en la posición 2” y 
por emplear la base uracilo en vez de la base timina, existen entre ellos semejanzas 
importantes. El DNA y el RNA son polímeros muy parecidos, ambos poseen el mismo 
armazón de pentosa fosfato y tienen bases nitrogenadas que funcionan como cadenas 
laterales variables, unidas a la posición 1” del armazón. Esta semejanza se extiende a la 
capacidad del RNA de formar, como el DNA, estructuras de dos cadenas poliméricas. 
Para su formación, estas estructuras siguen también las reglas de la complementariedad 
de bases y de la antiparalelidad en la orientación de las cadenas. En el caso del RNA, las 
purinas y pirimidinas que forman los pares de bases son C = G y A = U, con 3 y 2 
puentes de hidrógeno, respectivamente. Cuando se forma un RNA de doble cadena, la 
estructura que resulta también es helicoidal de giro diestro, parecida, aunque no idéntica, 
a la conformación B del DNA. De hecho, una cadena sencilla de DNA puede formar una 
doble hélice híbrida (DNA/RNA) con una cadena sencilla de RNA, siempre y cuando 
tengan un buen grado de complementariedad de secuencias. No obstante, el RNA 
también puede asociarse con otro RNA, o con una región de sí mismo, con suficiente 
complementariedad para formar una hélice doble estable. De hecho, la actividad biológica 
de los RNA ribosómicos y de los RNA de transferencia depende, en gran parte, de la 
estructura secundaria que adquieren gracias al autopareamiento parcial del 
polirribonucleótido (figuras 31-5 y 31-6). 
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Bases nitrogenadas “menores” en los ácidos nucleicos 


Los ácidos nucleicos también contienen algunas bases raras, que derivan de las cuatro 
bases nitrogenadas que suelen hallarse en ellas. Por lo común, estas bases raras resultan 
de modificaciones químicas que ocurren en las bases ordinarias prexistentes en el poli- 
nucleótido. 

Los RNA de transferencia (figura 31-5) pueden estar constituidos, hasta en 20% de sus 
secuencias, por bases “menores” o modificadas. En general, estas modificaciones 
ocurren de manera postranscripcional, es decir, se hacen después de la transcripción del 
RNA. Ejemplos de estas bases son la seudouridina (Y), en la cual el uracilo se une a la 
ribosa a través de su carbono 5 en lugar del usual nitrógeno 1; la dihidrouridina (hU), en 
la cual los carbonos 5 y 6 del uracilo contienen dos hidrógenos y están unidos por un solo 
enlace covalente. Las otras bases modificadas en los tRNA son derivados metilados de 
las bases ordinarias. Estas metilaciones se han observado en diversas posiciones de los 
anillos púricos y pirimidínicos (bases m?G, m’G, m!A, entre otras, en la figura 31-5), así 
como en el OH de la posición 2” de la ribosa (bases Cm y Gm en la figura 31-5). Aunque, 
al parecer, ninguna de estas modificaciones químicas es indispensable para la correcta 
estructura o función in vitro de los tRNA, se sabe que las bacterias incapaces de llevar a 
cabo estas modificaciones proliferan de manera más deficiente que sus variantes 
normales o silvestres, lo cual sugiere una importancia in vivo de las bases así 
modificadas. 


En el DNA, las bases menores más frecuentes son la 5-metil-citosina y la N*-metil- 
adenina. La introducción del grupo metilo ocurre, después de la duplicación del DNA, en 
forma específica de secuencia, y por lo tanto en una proporción pequeña de las bases 
citosina y adenina. En general, la metilación del DNA sirve para introducir “etiquetas 
químicas” que permitan una discriminación estructural y funcional de las cadenas del 
DNA. 

En las bacterias, estas “etiquetas” permiten la discriminación del DNA propio del DNA 
proveniente de un  bacteriófago invasor, mediante los sistemas de 
restricción/modificación. La EcoRI, una endonucleasa de restricción, pertenece a este 
sistema de reconocimiento y protección del DNA bacteriano. Cuando la secuencia de 
reconocimiento 5”"GAATTC3” se encuentra metilada en las adeninas o citosinas, el corte 
nucleotídico por EcoRI no ocurre. Las cepas de E. coli que poseen el sistema de 
restricción/modificación del tipo EcoRI metilan la secuencia 5”"GAATTC3”, y de esa 
manera pueden degradar en forma selectiva el DNA proveniente del bacteriófago, que no 
tiene estas metilaciones, y dejan intacto su propio DNA, que sí está metilado. Este tipo 
de metilaciones también permite a la bacteria distinguir las cadenas maternas (metiladas) 
que sirvieron de molde para la síntesis de las cadenas hijas recién sintetizadas, las cuales 
carecen de esa metilación. Esta distinción es de gran importancia, pues permite reparar 
errores (mutaciones) ocurridos durante la síntesis, usando el molde materno como la 
referencia correcta original. 

En el caso de las células eucarióticas, la única base metilada del DNA es la 5-metil- 
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citosina. Esta metilación también ocurre en patrones específicos de secuencia, por lo 
general en un dinucleótido 5*'CG3”. De manera funcional, la metilación en los eucariotas 
sirve para regular la expresión génica. Debido a un diferente estado de metilación, 
algunos genes o alelos específicos se comportan de modo distinto o son reconocidos por 
la maquinaria transcripcional de manera diferente. Un alto nivel de metilación 
(hipermetilación) en sus secuencias reguladoras puede impedir su transcripción. La 
metilación está involucrada también en la identificación del origen materno o paterno de 
ciertos alelos. Por ejemplo, los embriones de ratón sólo transcriben el alelo paterno, que 
no está metilado, del gen que codifica al IGF-I (insulin-likegrowth factor II), un factor 
autocrino regulador de la proliferación celular. En estos animales, el alelo de origen 
materno de este gen, que sí está metilado, no se expresa. Aún se desconocen los 
mecanismos mediante los cuales estos patrones reguladores de metilación del DNA se 
establecen durante la gametogénesis y el desarrollo embrionario. 


curo clínico 


Relación bioquímica clínica 


Conformaciones del DNA diferentes a la canónica conformación B han sido asociadas a patologías. La enfermedad de Huntigton, 
por ejemplo, resulta de la expansión de regiones ricas en el trinucleótido CAG en el exon 1 del gen HTT (hungtintina). Dependiendo 
del número de repeticiones, podemos formar tres categorías: 1) Regiones con un número bajo de repeticiones (5-35) del 
trinucleótido CAG, que se encuentran en los individuos sanos y no se encuentran propensas a ser expandidas. 2) Regiones con 
número medio de repeticiones (36-39) sujetas a ser expandidas hasta el estado patológico, y 3) Regiones con número alto de 
repeticiones CAG (>40) las cuales se encuentran en individuos con enfermedad de Hungtinton. En estas regiones ricas en 
repeticiones CAG, el DNA pierde la conformación B y adopta conformaciones distintas, como la formación de una estructura en 
forma de tronco con un asa (stem-loop) y otras en las cuales, se plantea, la DNA polimerasa es propensa a cometer errores 
(coloquialmente se dice que se patina), llevando a cabo una síntesis reiterativa de los tripletes CAG mientras realiza la replicación 
del DNA, lo que causa la expansión de estas regiones, como en el gen HTT, causando el desarrollo de la enfermedad de Hungtinton. 


e Preguntas de reforzamiento 


1 La diferencia entre un ribonucleótido y un desoxiribonucleótido es: 


a) El tipo de nucleótidos que los constituyen. 

b) Los desoxirribonucleótidos no poseen grupo fosfato. 

c) Los desoxirribonucleótidos no tienen un grupo hidroxilo en el átomo de carbono 3”. 
d) Los desoxirribonucleótidos no tienen un grupo hidroxilo en el átomo de carbono 2”. 


e) Los desoxirribonucleótidos no tienen un grupo hidroxilo en los átomos de carbono 2” y 3”. 


2 Las regiones de doble cadena de RNA: 


a) Sólo ocurren entre dos moléculas distintas de RNA de cadena sencilla. 


b) Pueden ocurrir en un mismo RNA de cadena sencilla. 
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C€) No requieren de complementariedad entre las bases. 
dl) Se pueden formar sólo en el RNAm. 


€) No se pueden formar. 


3 Además de utilizarse para la síntesis de ácidos nucleicos, los nucleótidos funcionan como: 


a) Segundos mensajeros en la transducción de señales. 
b) Parte de coenzimas en reacciones de óxido-reducción. 
C) Portadores de energía metabólica. 

dl) Todas las anteriores son correctas. 


e) Sólo c es correcta. 


4 En la doble hélice de DNA, el apareamiento entre bases es: 


a) A-T y G-C. 
b) A-G y T-C. 
c) A-C y GT. 
d) A-A, C-C, G-G y T-T. 


€) Ninguna de las anteriores. 


5 En una misma hebra de DNA (cadena sencilla), los nucleótidos se unen mediante: 


A) Enlaces fosfodiéster. 

b) Enlaces peptídicos. 

C) Puentes de hidrógeno entre A-T y G-C. 
dl) Puentes de hidrógeno entre A-G y T-C. 


€) Enlaces covalentes entre las bases nitrogenadas. 


6 Las cadenas de DNA en la doble hélice se unen mediante: 


A) Enlaces fosfodiéster. 

b) Enlaces peptídicos. 

C) Puentes de hidrógeno entre las bases nitrogenadas. 
d) Enlaces covalentes entre las desoxirribosas. 


€) Enlaces covalentes entre las bases nitrogenadas. 


7 El diámetro de la doble hélice de DNA es: 


a) 1 um. 
b) 2 um. 
C) 2 nm. 
d) 1 nm. 
e) 20 nm. 


8 La distancia entre cada par de nucleótidos en el DNA conformación B es: 


a) 0.34 nm. 
b) 1 nm. 
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€) 2 nm. 
d) 0.34 um. 
e) 1 pm. 


9 La conformación B del DNA: 


A) Es la forma predominante de DNA en las células. 
b) Es una hélice que gira a la derecha. 

c) Es una hélice alargada que gira a la izquierda. 

d) Sólo ocurre en células procariontes. 


e) Sólo a y b son correctas. 


10 La conformación Z del DNA: 


A) Es la forma predominante de DNA en las células. 
b) Es una hélice que gira a la derecha. 

c) Es una hélice alargada que gira a la izquierda. 

d) Sólo ocurre en células procariontes. 

e) Sólo a y b son correctas. 


Respuestas: 1. d, 2. b, 3. d, 4. a, 5. a, 6. c, 7. c, 8. a, 9. e, 10. c. 
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Fernando López Casillas, Miguel Betancourt Rule, Rafael Camacho Carranza 


+ El genoma es el conjunto de genes y secuencias que regulan su expresión 

e La actividad de cada gen está finamente regulada 

e Los genomas también pueden estar constituidos de RNA 

e Los genomas pueden ser haploides, diploides o polip loides 

e Los genomas pueden ser circulares o lineales y residir en uno o más cromosomas 
e La necesidad de un empacamiento eficiente de los genomas 

e Histonas, nucleosomas, cromatina y cromosomas 

e La mayoría de los productos genéticos finales son proteínas: “un gen, una enzima” 
e Constitución molecular de un gen 

+ El tamaño de los genomas no es proporcional al número de genes que contienen 
e Los genes de los rRNA son copias múltiples con alta actividad transcrip cional 

e Las secuencias repetitivas son fósiles vivientes 

e Los microsatélites y minisatélites son repeticiones de secuencia sencilla (SSR 

» El polimorfismo alélico permite establecer patrones de cosegregación genética 

e La transferencia y análisis tipo Southern permiten detectar loci polimórficos 

e Utilidad de los marcadores polimórficos en la medicina legal y forense 


e clave 


1 ¿Qué es un marcador polimórfico? 

2 ¿Cómo se regulan los genes? 

3 ¿En qué consiste un genoma con base en RNA? 

Á Describe qué es haploidía, diploidía y poliploidía. 

5 ¿Cuál es la función de las histonas? 

6 ¿Que es y cuál es la función de la cromatina? 

7 Describa el funcionamiento de los rRNA. 

8 ¿Cuál es la importancia de las secuencias repetitivas del DNA y de los polimorfismos? 


9 Describa el papel de las SSR. 
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A 

© En los capítulos anteriores se explicó que los genotipos de los organismos vivos están constituidos 
desde el punto de vista químico por las secuencias nucleotídicas de los ácidos nucleicos, generalmente 
DNA, cuya expresión en forma de moléculas de RNA y proteínas determinan de manera importante sus 
fenotipos. En el presente capítulo se discute el modo en que los genotipos están construidos y 
organizados desde el punto de vista molecular. El primer análisis directo de los genotipos de los 
eucariotes fue a través de la observación directa de cromosomas al microscopio para elaborar su 
cariotipo, es decir, el catálogo y descripción de sus cromosomas, que son las unidades físicas 
compuestas de DNA y proteínas llamadas cromatina, en las que el material genético se organiza dentro 
de las células. Durante la metafase de la mitosis, las unidades cromosómicas se condensan y pueden 
observarse al microscopio de luz usando tinciones con colorantes específicos. El número y la morfología 
de los cromosomas se organizan en cariotipos, los cuales son característicos de cada especie (figura 28- 
1). Gracias a las herramientas de la biología molecular, hoy en día se pueden definir varios cromosomas 
y aun genomas completos a nivel de su secuencia nucleotídica. Así, con los datos de la secuencia 
completa y análisis del genoma humano es posible escudriñar con gran detalle la información contenida 
en los cromosomas y, con ello, tener herramientas para el diagnóstico y estudio de las enfermedades 
hereditarias. 
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Figura 28-1. Cariotipo humano masculino e ideograma del cromosoma 4. A. Los cromosomas humanos 
condensados durante la metafase tienen un aspecto característico identificable por tamaño, forma y patrón de 
tinción, lo que permite su clasificación en 23 pares homólogos, 22 son cromosomas somáticos o autosomas y un 
par son los cromosomas sexuales (XY masculino, XX femenino). En esta fase de la mitosis cada cromosoma se 
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observa como un par de cromátides hermanas, reunidas por el centrómero. Los brazos del cromosoma, p 
(brazo corto) y q (brazo largo) se extienden a cada lado del centrómero, terminando en extremos cromosómicos 
o telómeros. B. Cuando son teñidos con colorantes específicos, los cromosomas en metafase revelan con 
claridad zonas distinguibles por teñirse pobre o ricamente, llamadas bandas. El patrón de bandas G (por haberse 
obtenido con la tinción de Giemsa) de una cromátide del cromosoma 4 humano se muestra en dos ideogramas 
con distinto nivel de resolución. Se llama ideograma a la representación esquemática del cromosoma a partir del 
cual se le pueden hacer mediciones. En un ideograma las bandas son numeradas a partir de la región 
centromérica. Para designar una banda en particular deben mencionarse: el número del cromosoma, el brazo, la 
región a que pertenece y su número dentro de la región. Ciertas bandas prominentes son usadas para asignar 
regiones específicas del cromosoma, en las cuales pueden encontrarse otras bandas. Por ejemplo, el brazo largo 
(q) del cromosoma 4 tiene tres regiones principales (1, 2 y 3) separadas por las bandas 4q21 y 4q31; dentro de la 
primera región se encuentran las bandas 4q11, 4q12 y 4q13. Las subdivisiones de una banda son nombradas 
añadiéndole al nombre de la banda original un nuevo dígito precedido de un punto decimal. El gen (4D) cuya 
mutación origina la enfermedad de Huntington se localiza en la banda 4p16.3, es decir: cromosoma 4, brazo 
corto, región 1 (este brazo sólo tiene una región principal), banda 6, sub-banda 3. 
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El genoma es el conjunto de genes y secuencias que 
regulan su expresión 


El genoma es el material genético completo de un organismo, es decir, la secuencia de 
nucleótidos que contiene el repertorio del genotipo, en donde se codifica la información 
necesaria para la expresión de su fenotipo. Es importante anticipar que, a pesar del 
énfasis funcional de esta definición, en los genomas de los eucariotes existen secuencias 
de nucleótidos en apariencia inservibles, que no obstante contribuyen al tamaño absoluto 
del genoma. Los genes son segmentos del genoma que en su secuencia de nucleótidos 
contienen la información necesaria para constituir una unidad funcional, que al ser 
transcrita forma el producto genético codificado por ese gen en particular (figura 28-2). 
Implícito en esta definición de gen está el concepto de unidad transcripcional, como la 
parte del gen que se transcribe en forma de RNA. La transcripción es el paso inicial 
indispensable para la expresión de cualquier gen, no importa si la naturaleza del producto 
genético final es un polipéptido o un RNA. Los genes tienen, además de la región que se 
transcribe, secuencias no transcritas, localizadas por lo general en el flanco 5” de la 
unidad transcripcional que regulan su correcta y oportuna expresión. Es importante hacer 
notar que las secuencias reguladoras no son exclusivas de la transcripción; también hay 
procesos reguladores postranscripcionales, como la maduración o procesamiento de los 
transcritos primarios, su eventual traducción (en el caso de los mRNA), localización y 
vida media, los cuales están mediados por secuencias por lo general incluidas en el RNA 
transcrito. La importancia de las secuencias reguladoras de la expresión genética se 
manifiesta en los seudogenes, que son copias no funcionales con las que están de forma 
estructural y evolutiva relacionados. La falta de actividad de estos genes suele deberse a 
mutaciones en las secuencias reguladoras de su transcripción, las cuales han disminuido o 
eliminado del todo la expresión del producto genético final. El origen de los seudogenes, 
y en general de las familias de genes (funcionales o no), se ha atribuido a procesos de 
duplicación génica, que pueden ocurrir por recombinación o entrecruzamiento meiótico 
desigual (figura 28-3). Cuando esto sucede, uno de los cromosomas recombinados se 
queda con dos copias del gen y el otro sin ninguna de ellas. Los genes duplicados, que al 
inicio son idénticos entre sí y por ello redundantes para la célula, acumulan mutaciones 
de sus secuencias nucleotídicas a lo largo del tiempo, las cuales pueden causar: 1) 
divergencia que les dé identidad y funciones propias, y 2) que una de las copias 
duplicadas se convierta en un seudogen (figura 28-4). Otro tipo especial de seudogenes se 
genera por retrotranscripción del mRNA y reinserción genómica. 
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Figura 28-2. El genoma como una gran biblioteca. El genoma es el conjunto de genes y los fragmentos de DNA 
situados entre ellos. En forma análoga al párrafo de un libro, los genes son secciones de la secuencia nucleotídica 
genómica con suficiente información para codificar un producto genético. Los genes hipotéticos A, B, y C 
mostrados en la figura están separados por regiones no codificadoras intergenéticas (líneas punteadas), las cuales 
pueden ser muy cortas como en las bacterias o muy grandes como en los mamíferos. El gen incluye no sólo la 
región transcrita (rectángulos), sino también las regiones adjuntas (círculos) que contienen los elementos 
reguladores de la actividad del gen. Nótese que la orientación del extermo 5' está relacionado con el inio y término 
del gen. 
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Figura 28-3. Duplicación génica. La manera como se generan las familias multigénicas es por duplicación 
genética, la cual ocurre por un entrecruzamiento inequitativo durante la meiosis. En la figura, cada cromosoma 
original tiene un gen (rectángulo) en cuya proximidad se localizan secuencias repetitivas tipo Alu. Debido a su 

gran similitud de secuencia, las regiones Alu pueden recombinarse erróneamente durante la meiosis (mostrado en 
la figura como un desplazamiento relativo de los cromosomas), generando un cromosoma con dos y otro sin 
ninguno de los genes. 
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Figura 28-4. La actividad en el locus de los genes de la subunidad f de la hemoglobina humana está finamente 
regulada. A) La cadena f puede ser codificada por cinco distintos genes (rectángulos verdes) que constituyen la 
familia genética de la P-globulina, toda ella alojada en aproximadamente 80 000 pares de bases (pb) del 
cromosoma 11. Además de los cinco genes activos, existen en la misma región dos seudogenes (rectángulos con 
diagonales) y algunas secuencias tipo Alu (flechas). B) La actividad de cada gen de la familia de la B-globina varía 
en forma ordenada, por lo que se dice que está regulada durante la ontogénesis. En las primeras semanas de vida 
embrionaria, los tejidos hematopoyéticos expresan el gen e. Después de la semana 8 el gen f es el más activo. 
Unas semanas antes del nacimiento, el gen y se empieza a apagar, simultáneamente con el inicio de la expresión 
del gen f, el cual continúa activo durante toda hemoglobina del adulto. 
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La actividad de cada gen está finamente regulada 


y RN 

O 

© No todos los posibles genes inscritos en el genoma se usan o expresan por una célula al mismo 
tiempo. De hecho, cada estirpe celular en un organismo pluricelular, como el ser humano (H. sapiens) 
sólo utiliza o expresa unos cuantos genes, los suficientes para producir el fenotipo característico del 
organismo. Para seleccionar cuáles genes deben estar activos en un momento, lugar y circunstancia 
ambiental dada, la célula se vale de las regiones o elementos reguladores de la expresión genética. Estas 
secuencias reguladoras están finamente coordinadas por una red de señales intracelulares y 
extracelulares que determinan el patrón de expresión genética para cada estirpe celular. La actividad 
selectiva de los genes de la familia de la alfa 1-globulina durante la ontogénesis es un buen ejemplo de 
esta coordinación (figura 28-4). Los patrones de expresión genética son autorregulados y sensibles a las 
influencias extracelulares, de ahí que la modulación de la expresión genética sea una respuesta celular a 
los retos ambientales. 


3 

© Cuando se examina bajo el microscopio las diferencias estructurales que tiene una neurona y con 
respecto a un hepatocito, a pesar de que ambas células contengan con exactitud la misma información 
genómica, se corrobora cuán precisa y selectiva es la regulación genética. 
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Los genomas también pueden estar constituidos de RNA 


Por lo general, los genomas están constituidos por DNA. Sin embargo, existen ciertos 
virus en donde sus genomas están compuestos por RNA. Un paso indispensable en el 
ciclo vital de estos virus es la transcripción de su genoma en DNA. Esta copia genómica 
de DNA podrá entonces duplicarse y expresarse de forma genética usando las enzimas de 
la célula huésped. De esta manera, los virus de RNA pueden proliferar y propagarse. 
Debido a que este tipo de transcripción de RNA en DNA sigue una dirección opuesta al 
flujo general de la información dictada por el “dogma central” de la biología molecular 
(figura 26-2), se le llama transcripción reversa y a los virus de RNA que la emplean se les 
conoce también como retrovirus. Un gran número de virus que causan enfermedades 
como el cáncer y el SIDA son retrovirus. 
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Los genomas pueden ser haploides, diploides o 
poliploides 


Las células humanas somáticas son diploides, es decir, cada uno de los cromosomas se 
encuentra duplicado; éste, no es el caso de otros organismos. En general, los procariotas 
tienen genotipos contenidos en genomas unitarios o haploides. Aunque un gran número 
de los organismos eucariotas tiene genomas diploides, existen eucariontes de genoma 
haploide, como ciertos hongos, entre ellos el que produce la penicilina. También existen 
eucariotas, como las plantas, cuyos genomas pueden ser poliploides, es decir, que tienen 
más de dos copias de cada cromosoma. 

En la diploidía se considera que cada célula contiene dos genomas haploides. De ahí 
que en cada célula diploide existan dos copias, o alelos, de cada gen. Es importante 
recordar que estas copias alélicas no tienen que ser idénticas entre sí. Por lo general, la 
célula diploide utiliza ambas copias. Si una de ellas es inservible, la célula podrá 
sobrevivir si la otra copia alélica es funcional. Un organismo de genoma haploide, como 
una bacteria, no podría ser viable si alguno de sus genes indispensables para la vida fuese 
inactivado por una mutación. En cambio, para causar la misma mortalidad en un 
organismo de genoma diploide, se requiere inactivar las dos copias alélicas de algún gen 
vital. La excepción a esta regla es la llamada dominancia negativa, en la cual, a pesar de 
haber un alelo funcional, la inactivación del otro alelo origina una pérdida total o parcial 
de la función codificada en ese gen. Por lo general, la dominancia negativa ocurre en 
genes cuyos productos forman parte de “maquinarias” celulares compuestas de distintos 
productos genéticos, en los que una “pieza descompuesta” estropea la función del 
mecanismo completo. 


D 
© Los gametos (las células reproductoras) de los organismos eucarióticos diploides, son haploides. 


Cuando el óvulo es fecundado por un espermatozoide, la reunión de los complementos haploides de los 
gametos reconstituye el contenido diploide típico de las células somáticas eucarióticas. 
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Los genomas pueden ser circulares o lineales y residir en 


uno O más cromosomas 


Los genomas haploides de los procariotas, como el de las bacterias, son únicos y 
circulares, es decir, están compuestos por una sola molécula de DNA cuyos extremos 
están unidos entre sí, formando un cromosoma anular. Los cromosomas bacterianos no 
están compartamentalizados en algún organelo celular, ni adoptan la morfología 
característica de los cromosomas eucarióticos. De forma contraria a los organismos 
procarióticos, los genomas de los eucariotes están repartidos en diversos cromosomas 
lineales que residen en el núcleo de la célula. 

El DNA de los cromosomas eucarióticos es una molécula larga cuyos extremos libres se 
denominan telómeros. Estos cromosomas adoptan las formas características de los 
cariotipos debido a la asociación del DNA con las proteínas de la cromatina (véase más 
adelante). La dotación o equivalente haploide del genoma humano consta de 3.3 Gpb, es 
decir, 3 300 millones de pares de bases que se distribuyen en 22 autosomas o 
cromosomas somáticos y un par de cromosomas sexuales X y Y. Por lo tanto, debido a 
su condición diploide, el cariotipo de células humanas contiene 46 cromosomas, 
clasificados en 23 pares (figura 28-1). Con la excepción de los cromosomas sexuales X y 
Y, cada uno de los otros 22 pares tienen contenidos genéticos equivalentes, aunque no 
idénticos, debido a la existencia de variantes alelomórficas (capítulo 25). El cariotipo 
mostrado en la figura 28-1 corresponde a una célula somática masculina en metafase, por 
lo que para cada cromosoma se observa un par de cromátidas hermanas unidas por el 
centrómero. La existencia de dos cromátidas hermanas por cromosoma se debe a que en 
la metafase la célula es tetraploide, pues su DNA genómico se ha duplicado y, en las 
siguientes fases de la mitosis, las cromátidas se segregarán a cada una de las células hijas, 
restituyendo la diploidía propia de las células somáticas. 

Por último, es importante mencionar que en las células eucarióticas existen organelos 
subcelulares con genomas propios, los cuales se distinguen con claridad de los genomas 
nucleares que se han revisado en las secciones anteriores. Por ejemplo, las mitocondrias 
poseen un genoma circular de cerca de 16 000 pb que codifica alrededor de una docena 
de genes que se expresan en este organelo y cuyos productos participan en sus funciones. 
Aunque no se incluye como parte del genoma (término que se acostumbra a reservar 
para el material genético nuclear), los genes mitocondriales son indispensables para una 
correcta función celular. Esto queda de manifiesto con el hecho de existen enfermedades 
ocasionadas por mutaciones de genes mitocondriales. 
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La necesidad de un empacamiento eficiente de los 
genomas 


En comparación con los genomas de los organismos vivientes, el genoma del bacilo E. 
coli, el organismo procariótico prototipo, consiste 4.64 x 10° pb y el del H. sapiens 


(haploide) de 3.3 x 10° pb. Si la secuencia de nucleótidos que compone el genoma de £. 
coli y el ser humano se publicase en forma de letras impresas en libros, ocuparía 
alrededor de 1 674 y 1 190 477 páginas, respectivamente. Para tener una idea de esas 
magnitudes, por ejemplo, si cada uno de estos volúmenes hipotéticos tuviese un grosor 
de 5.4 cm, el genoma de E. coli ocuparía una estantería de 12.5 cm de largo, mientras 
que el de A. sapiens necesitaría una de 38.8 metros de largo. 

Una secuencia de 3.3 Gpb de DNA, en conformación B, constituiría una doble hélice 


alrededor de 1.12 metros de longitud (0.34 nm/pb x 3.3 x 107 pb). Al considerar que las 
células humanas en promedio tienen un diámetro de 10 a 30 um, se puede apreciar que 
la longitud del genoma humano equivale a más de 100 000 veces el diámetro de la célula 
en que reside. Aun el más pequeño de los cromosomas humanos, el cromosoma 21 


tendría una longitud 6 000 veces más grande (4.5 x 10” pb x 0.34 nm/pb = 1.5 cm) de lo 
que se observa para cualquier cromosoma en metafase (cerca de 2.5 um). Las células 
eucarióticas deben tener mecanismos eficientes para acomodar o “empacar” los genomas 
dentro de sus núcleos. El problema de empacamiento cromosómico no es exclusivo de 
las células eucarióticas. No obstante, su menor tamaño, el cromosoma de £. coli también 
tiene una longitud (1.6 mm de circunferencia) que rebasa 800 veces la longitud de la 
bacteria (2 um), necesitando también de un sistema eficiente de empacamiento 
intracelular. Además de la desproporción en longitudes, otro impedimento importante 
para la compactación intracelular del DNA son las cargas eléctricas negativas de los 
fosfatos que componen su armazón ribosa fosfato. El cromosoma de E. coli se asocia 
con poliaminas como la espermidina y la espermina y con proteínas llamadas H-NS, las 
cuales debido a su carácter básico neutralizan las cargas negativas del DNA. Además de 
la neutralización de cargas, el DNA cromosómico logra una mayor compactación debido 
al superenrollamiento mediado por las topoisomerasas del DNA. 
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Histonas, nucleosomas, cromatina y cromosomas 


El DNA de los cromosomas eucarióticos también logra un eficiente empacamiento por la 
asociación con proteínas básicas, en bloques de empacamiento primario, los 
nucleosomas, los cuales a su vez se agrupan en unidades de cada vez mayor complejidad 
estructural, hasta llegar a constituir lo que al microscopio se observa como la cromatina y 
los cromosomas. La cromatina, que resulta de la asociación de las histonas y otras 
proteínas con el DNA, tiene diversos grados de compactación. El microscopio electrónico 
revela que en el núcleo celular hay dos clases de cromatina, la eucromatina y la 
heterocromatina. La primera, que está muy poco condensada, es donde residen los genes 
con mayor actividad transcripcional. Mientras que la heterocromatina por lo general 
incluye regiones del DNA con poca o nula actividad transcripcional, lo cual explica el 
muy alto grado de condensación. 


Y Las proteínas estructurales más abundantes que componen la cromatina son las histonas, de las 
cuales existen cinco tipos denominados H1, H2A, H2B, H3, y H4. Las histonas son proteínas básicas 
con una secuencia polipeptídica altamente conservada, aun en organismos tan distantes como plantas y 
animales. Si se hace una digestión parcial del DNA presente en cromatina, usando bajas 
concentraciones de enzimas del tipo endonucleasa, se obtendrán estructuras casi esféricas de 10 nm de 
diámetro, los nucleosomas, los cuales constituyen la unidad mínima de empacamiento del DNA (figura 
28-54). Cada nucleosoma es un octámero compuesto de un par de cada una de las histonas H2A, H2B, 
H3, y H4, las cuales se asocian formando una estructura cilíndrica sobre la cual se enrolla un segmento 
de DNA de 146 pb, longitud suficiente para dar cerca de dos vueltas al octámero de histonas. La 
digestión nucleolítica parcial ocurre principalmente sobre las partes del DNA cromosómico accesibles, 
que no están en estrecho contacto con el octámero de histonas, es decir, sobre los segmentos del DNA 
que conectan un nucleosoma con otro. Antes de la digestión, cerca de 200 pb de DNA intacto se 
encuentran enrollados en cada nucleosoma, los cuales están unidos entre sí dando la apariencia de un 
rosario con una interminable sucesión de cuentas. El DNA dispuesto en este arreglo se empaca en 
unidades de mayor complejidad estructural, siendo la primera de ellas un enrollamiento en solenoide con 
seis nucleosomas por cada vuelta de la espiral. Con este nuevo enrollamiento, la cromatina adopta la 
forma de un filamento de 30 nm de diámetro, en el cual cada nucleosoma es estabilizado por una histona 
H1, que se une a la superficie del nucleosoma, sobre el área que da hacia el interior del filamento (figura 
28-5B y 28-5C). Durante la metafase, estos filamentos de 30 nm se pliegan sobre una matriz de proteínas 
no histónicas, formando asas que abarcan de 10 a 100 kpb (kilopares de bases, mil pb) de DNA (figura 
28-6). La cromatina adosada a este andamiaje puede enrollarse aún más en solenoides cada vez más 
grandes, hasta el punto de ser visibles al microscopio de luz como cromosomas con formas bien 
definidas y específicas en una metafase. 
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Figura 28-5. Los nucleosomas se enrollan formando solenoides. A) Modelo tridimensional de un nucleosoma. El 
DNA se enrolla alrededor de un octámero de histonas, formando el nucleosoma, una estructura casi esférica de 
10 nm de diámetro. B) Los nucleosomas se unen entre sí disponiéndose como las cuentas de un rosario, el cual 

se enrolla formando un solenoide. Como se aprecia en esta vista a lo largo de su eje longitudinal, el solenoide está 

constituido por seis nucleosomas por vuelta y tiene un grosor de 30 nm. Las histonas H1 se localizan al centro del 
solenoide y ayudan a estabilizarlo. C) En esta vista lateral, el solenoide se muestra parcialmente desenrollado por 
el extremo izquierdo. 


Andamiaje_, 
proteico 


Figura 28-6. Anatomía de un cromosoma. A) Modelo de la estructura de un cromosoma humano. El solenoide 
en que se enrollan los nucleosomas se adhiere a un andamiaje proteico, el cual le sirve para un mayor grado de 
enrollamiento, que puede llegar a ser muy compacto como en los cromosomas en metafase. B) El solenoide sólo 
se adhiere al andamiaje cromosómico en ciertos puntos de adhesión. Si se eliminan las histonas de un cromosoma 
en metafase, manteniendo al DNA adherido al andamiaje proteico (retícula electrodensa situada en la parte inferior 
de este esquema), se puede observar cómo se adhiere el DNA. Nótese que las hebras de DNA no se presentan 
con extremos libres, sino como asas que empiezan y terminan en el mismo punto del andamiaje proteico. 
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© Además de las proteínas que componen el nucleosoma y el andamiaje cromosómico, hay otras 
proteínas asociadas con la cromatina, como la topoisomerasa II (indispensable para desenrollar el DNA 
durante la duplicación genómica), factores reguladores de la transcripción y otras de alto peso molecular 
cuya función todavía se desconoce. Aunque su repertorio proteico es de mucho menor abundancia que 
las histonas, su gama de funciones rebasa el aspecto puramente estructural de estas últimas y sugiere que 
existen sucesos reguladores de la duplicación del DNA y la expresión genética que ocurren a nivel de la 
cromatina. Por ejemplo, se han detectado enzimas capaces de introducir grupos acetilo en las histonas, 
mecanismo mediante el cual se ha postulado se regula el grado de empacamiento de la cromatina, y de 
ahí el grado de actividad transcripcional de los genes asociados a la región de la cromatina acetilada. Un 
ejemplo extremo de cómo el nivel de empacamiento de la cromatina juega un papel determinante en la 
actividad transcripcional de ciertos genes es la inactivación de uno de los dos cromosomas X en las 
células humanas femeninas. El cromosoma X inactivo se condensa a tal grado que puede observarse 
como una partícula nuclear (el cuerpo de Barr) durante la interfase. 


Es importante mencionar a este respecto que la inactivación (y subsecuente 
compactación) de uno de los cromosomas X se establece en forma aleatoria durante la 
embriogénesis. Una vez que una célula embrionaria ha inactivado uno de sus 
cromosomas X, éste se mantiene inactivo en las células hijas a que de lugar en 
subsecuentes divisiones. Esto causa que las mujeres sean un mosaico genético, en el cual 
algunas células tendrán activos los genes del cromosoma X heredado por la madre, 
mientras que otras tendrán activos los del cromosoma X de origen paterno. 

En conclusión, un cromosoma eucariótico queda definido de forma molecular como 


una doble hélice de DNA lineal larga de hasta 7.5 cm, con 2 a 3 x 108 pb, en los 
cromosomas más largos, cuya asociación con proteínas histónicas y de otro tipo le 
permite compactarse en una estructura de longitud menor que el diámetro celular. Esta 
estructura tiene propiedades morfológicas (telómero, centrómero y bandas de tinción sui 
generis, figura 28-1), que han permitido una descripción del cariotipo mucho antes que la 
descripción molecular a nivel de mapa genético y secuencia de nucleótidos. 
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La mayoría de los productos genéticos finales son 
proteínas: “un gen, una enzima” 


Debido a que en la mayoría de los genes el producto final son proteínas, cuando se 
describe un gen se piensa de inmediato en una proteína codificada. De hecho, la 
propuesta clásica, “un gen, una enzima”, enfatiza esta percepción. Esta teoría de Beadle 
y Tatum, investigadores pioneros de la genética molecular bacteriana, se originó de su 
descubrimiento de que la inactivación de un gen se reflejaba en la pérdida de un paso de 
alguna vía metabólica, debido a la inactivación de la enzima codificada en ese gen. En la 
actualidad se sabe que en términos estrictos la propuesta no es del todo correcta, pues no 
todos los productos genéticos polipeptídicos son enzimas, además de existir genes cuyo 
producto genético final es un RNA. No obstante, el mérito de la frase “un gen, una 
enzima” radica en recordar que la inmensa mayoría de las instrucciones inscritas en el 
genoma son ejecutadas por “obreros polipeptídicos”, los cuales construyen las células, ya 
sea aportando sustento estructural o modulación (catalítica o de otro tipo) de sus 
funciones. Mediante las actividades biológicas de las proteínas, las células regulan sus 
funciones, incluyendo la selectividad transcripcional, cuyo resultado final es la “elección” 
de una de las múltiples posibilidades fenotípicas inscritas en el genoma. 
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Constitución molecular de un gen 


Como mínimo, un gen consiste en la unidad transcripcional que incluye las regiones 
reguladoras de la transcripción, localizadas por lo general en la vecindad del extremo 5” 
de la región transcripcional (figuras 28-7 y 28-8). Todos los genes de los organismos vivos 
se ajustan a esta regla; no obstante, los eucariotas y los procariotas presentan diferencias 
significativas en el diseño de sus genes y sus RNA mensajeros (mRNA). Los genes cuyos 
productos finales son proteínas, producen transcritos denominados mRNA que 
eventualmente son traducidos en polipéptidos en los ribosomas. Los mRNA tienen 
secuencias nucleotídicas reguladoras de la traducción, las cuales permiten la correcta 
iniciación (en una tripleta 5? AUG3”) y terminación (en una de las tres posibles tripletas de 
terminación) de la traducción (capítulo 31). Las secuencias comprendidas entre la tripleta 
de la iniciación y la de terminación delimitan el marco abierto de traducción (MAT), es 
decir, la porción del mRNA que se traduce por el ribosoma (figura 28-7). A los lados del 
MAT, se encuentran dos regiones no traducidas (RNT), la RNT 5” y la RNT 3”. Estas 
regiones contribuyen a la correcta selección de la tripleta de iniciación (RNT 5”), a la vida 
media del mRNA y su estabilidad en la célula (RNT 3”). 
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DNA genómico: promotor y unidad transcripcional 
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Figura 28-7. Anatomía del gen $ de la hemoglobina humana. Al extremo 5” de la unidad transcripcional se 
localizan las secuencias promotores de la transcripción (promotor). La posición relativa del promotor determina el 
punto en donde se inicia la transcripción. El transcrito primario (1 600 nucleótidos) es la copia en RNA de las 
secuencias de una región del DNA genómico que incluye a los exones y a los intrones (rectángulos con 
diagonales). El transcrito primario es modificado por los tres principales tipos de procesamiento 
postranscripcional, la adición del casquete en el extremo 5”, la adición de la cola de poli-adenilatos en el extremo 
3”, y la eliminación de los intrones (splicing), para producir el RNA mensajero activo (mRNA). El mRNA maduro 
es un poco más largo que la suma de exones, debido a la adición de la cola de poli-A. Linderos importantes en el 
mRNA maduro son la señal para el inicio (AUG) y para la terminación de la traducción (UAA, o UAG, o UGA), 
las cuales delimitan las regiones no traducidas (sombreadas en verde) y el marco abierto de traducción (MAT). 
También conocido como ORF, por sus siglas en inglés (Open Reading Frame), el MAT es la porción del mRNA 
que es descifrada por el ribosoma durante la traducción para generar la proteína codificada en el gen. 


En general, las unidades transcripcionales de los eucariotas son monocistrónicas, es 
decir, producen un mRNA que codifica un solo polipéptido (figura 28-7), mientras que las 
unidades transcripcionales procarióticas codifican varios productos polipeptídicos, a partir 
de un solo mRNA (figura 28-8). Por lo general, estas proteínas se relacionan entre sí por 
pertenecer a una vía metabólica en particular, de modo que cuando se activa la unidad 
transcripcional, se traducen a partir de ella las enzimas necesarias para llevar a cabo toda 
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la vía. A este tipo de transcrito con múltiples MAT se le denomina mRNA policistrónico, 
y al conjunto de genes que están bajo el control de la misma región reguladora de la 
transcripción se le llama operón (figura 28-8). 


Región reguladora de la transcripción 
Y 
%, 
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Figura 28-8. El operón de la lactosa de £. coli produce un mRNA policistrónico. Tres genes componen el operón 
de la lactosa: el gen lacZ (P-galactosidasa, que rompe a la lactosa en glucosa y galactosa), lacY (permeasa de la 
lactosa, que permite el transporte de lactosa al interior de la bactería y lacA (transacetilasa de tiogalactósidos, 
cuya función se desconoce). La transcripción de este operón está bajo el control de una misma región reguladora. 
El mRNA transcrito es policistrónico, pues incluye los marcos abiertos de traducción para cada una de las tres 
proteínas codificadas en el operón. 


Otra diferencia sustancial es que los mRNA eucarióticos son transcritos al inicio como 
moléculas precursoras que sufren una serie de modificaciones para convertirse en 
mensajeros funcionales (figura 28-7 y capítulo 30). Parte fundamental de este 
procesamiento es la eliminación de fragmentos llamados intrones, los cuales no 
contribuyen a la función del RNA maduro y son eliminados mediante un proceso de corte 
y pegado conocido como splicing o empalme. Durante el splicing, además de eliminarse 
los intrones, se reúnen los exones, los cuales son las partes del transcrito primario que 
perduran en el RNA maduro. Como se observa en la figura 28-7, es mediante el empalme 
que la célula elige de forma precisa (a nivel nucleotídico) qué exones integrarán un 
mRNA maduro. La importancia de esta elección radica en que así se determina la 
constitución del marco de traducción y, por lo tanto, la secuencia del polipéptido 
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codificado en el mRNA. De ahí que el splicing sea un punto de regulación para la 
expresión genética, pues gracias a la selección o exclusión específica de exones, 
mecanismo llamado splicing alternativo, se pueden generar mRNA alternativos que 
codifiquen proteínas con diferente secuencia de aminoácidos. Este mecanismo es 
relevante ya que da versatilidad y amplía el repertorio genómico eucariótico en general, y 
en particular al humano, pues permite que a partir de un mismo gen se expresen 
proteínas distintas. 

El splicing sólo ocurre en los eucariotas, pues los intrones son privativos de éstos. 
Salvo ciertas excepciones, los genes procarióticos carecen de intrones, es decir, la 
secuencia codificadora de la unidad transcripcional es una secuencia continua, sin 
porciones que se eliminen después de la postranscripción por medio del splicing. 
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El tamaño de los genomas no es proporcional al número 
de genes que contienen 


¿Cuántos genes se necesitan para formar un organismo? ¿Cuál es el tamaño mínimo 
necesario del genoma de un organismo? Las respuestas a estas preguntas tocan 
cuestiones biológicas fundamentales como la organización estructural y funcional de los 
genomas, y cuáles son los genes que distinguen a una especie de otra. De forma intuitiva, 
se puede pensar que entre más alto se encuentre en la escala filogenética, un organismo 
requerirá de más genes para establecer su genotipo y, por lo tanto, de genomas más 
grandes para alojarlos. Los datos del cuadro 28-1 indican que esta suposición es correcta 
de forma parcial. El número promedio de genes en los procariotas varía entre 1 000 y 4 
000. Organismos más complejos, como las levaduras (eucariotas unicelulares) o el 
nemátodo C. elegans, tienen entre 6 000 y 20 000 genes. Aunque al principio se habían 
predicho hasta 100 000 genes para los vertebrados, como el ser humano y el ratón, en la 
actualidad se piensa que el número de genes en este grupo filogenético no rebasa los 30 
000, tal como lo reveló la secuencia del genoma humano. El incremento en el número de 
genes guarda una escasa correlación con el tamaño físico del genoma en que residen. 
Cuando se habla del tamaño físico de los genomas, el cual se expresa en pares de bases, 
se habla del llamado complemento o genoma haploide (el denominado valor de C) con el 
propósito de hacerlos comparables con organismos de diversa ploidía genómica. Por 
ejemplo, en el caso de los organismos diploides, como el H. sapiens, cuando se dice que 
el tamaño de su genoma haploide es de 3.3 mil millones de pb, se está hablando sólo de 
un complemento haploide, es decir, a la mitad del número total de pb que se encontrarían 
en una célula somática humana. 


Cuadro 28-1. Números aproximados de genes y tamaño del genoma en diferentes organismos 


Procariotas Haemophilus influenzae 1743 1.83 
Escherichia coli 4 435 4.64 
Levaduras Saccharomyces cerevisiae 5 860 12.1 
Artrópodos Drosophila melanogaster 20 000 90.0 
Nematodos Caenorhabditis elegans 23 000 100.0 
Cordados Homo sapiens 29 000 3 300 
Mus musculus 27 000 3 300 
Plantas Arabidopsis thaliana 33 000 120 


El cuadro 28-1 muestra que hay una disparidad entre el número de genes y el tamaño del 
genoma. Esta es más acentuada en ciertos grupos taxonómicos tales como los anfibios, 
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los cuales pueden llegar a tener genomas grandes de manera desproporcionada para su 
número de genes. De hecho, es frecuente encontrar que el tamaño del genoma haploide 
no tiene una correlación directa ni con el número de las secuencias útiles (genes) que 
alberga, ni con la posición filogenética de las especies; a esta disparidad se le conoce 
como paradoja del valor C. Ésta resulta de la distinta densidad de genes por genoma que 
tienen los organismos biológicos, y sugiere que la cantidad absoluta de DNA de un 
genoma excede el mínimo necesario para codificar sus genes. Los datos del cuadro 28-1 
indican que el repertorio genético de los organismos listados se aloja en genomas de 
distintos tamaños. Una sencilla división indica que mientras en E. coli se apiña, en 
promedio, un gen por cada 1 000 pares de bases, en la levadura convive un gen por cada 
2 000 pb y en el ser humano se presenta de forma holgada uno por cada 100 000 pb. 

Una posible explicación de esta discrepancia sería el suponer que los genes de los 
vertebrados son 50 veces más grandes que en los eucariotas unicelulares, por lo que se 
requieren 50 veces más pares de bases para su codificación. No obstante, el tamaño 
promedio de los genes eucarióticos (sin contar intrones) no es muy diferente. El tamaño 
promedio de la región codificadora es de 1 340 pb en los genes humanos, de 1 311 pb en 
los del gusano C. elegans y de 1 497 pb en los de la mosca de la fruta D. melanogaster. 
En vista de que no hay variaciones significativas en el tamaño “útil” (consecuencias 
codificadoras) y sus genes, otra debe ser la razón que explique la diferencia significativa 
en el tamaño de sus genomas. 

Aunque el tamaño promedio de las regiones reguladoras de la transcripción y los 
intrones en vertebrados es mayor que en los invertebrados, esta diferencia tampoco 
explica la paradoja del valor de C. La menor densidad genética de los genomas 
vertebrados, comparada con la de los procariotas o los eucariotas unicelulares se debe a 
dos razones principales: hay un gran espaciamiento entre gen y gen (distribución holgada 
de las unidades transcripcionales) y la presencia de secuencias transcripcionalmente 
inertes y repetitivas en sus genomas. En el genoma bacteriano, el espacio entre un par de 
genes es muy pequeño y en el genoma humano, los espacios intergenéticos pueden ser 
varias veces más grandes que el mRNA maduro que codifican (figura 28-44). La mayor 
parte del espacio intergenético en vertebrados está ocupado por lo que podrían 
considerarse “lotes genómicos baldíos”. Gracias a la secuenciación del genoma humano, 
hoy se sabe que al menos 70% de la secuencia corresponde a estos “lotes baldíos” que 
no codifican genes ni tienen función conocida y confirman que el “tamaño absoluto” de 
los genomas eucarióticos rebasa su “tamaño funcional”. 
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Los genes de los rRNA son copias múltiples con alta 
actividad transcripcional 


Nada nuevo ha revelado el análisis del genoma en cuanto a los genes que codifican a los 
RNA ribosomales (rRNA), pues éstos no han sido secuenciados aún. Esto se debe a que 
un criterio de exclusión de clones a secuenciar en la fase inicial del proyecto del genoma 
humano fue el tener repeticiones en tándem, que es la manera en la cual se disponen los 
genes que codifican estos RNA. Es de esperar que las fases finales de refinamiento y 
terminación de la secuencia proporcionen la información detallada sobre las 
características de estos genes. 


© Los genes humanos que codifican a los rRNA se disponen en copias múltiples idénticas entre sí y 
que codifican el mismo producto genético final. Las copias de esos genes están dispuestas en tándem, 
uno tras otro, como carros de ferrocarril, orientados en la misma dirección. Cada copia constituye una 
unidad transcripcional independiente con su respectivo promotor. Se calcula que hay alrededor de 200 a 
300 copias del gen del 5S rRNA. Los otros rRNA humanos, 18S, 5.88 y 285, están agrupados en un 
solo gen que produce un transcrito primario, el pre-rRNA, a partir del cual, mediante un procesamiento 
postranscripcional especializado, se obtienen las formas maduras y fincionales de estos rRNA (capítulo 
30). Se calcula que en el ser humano hay entre 150 a 250 copias del gen que codifica al pre-rRNA. La 
razón de este diseño “multicopia” en los genes de los rRNA es que sus productos genéticos son 
requeridos en grandes cantidades para satisfacer las necesidades estructurales de las células en 
proliferación. Por ejemplo, una célula embrionaria, que se duplique cada 24 h, requiere de una 
producción neta de alrededor de cinco millones de nuevos ribosomas, para la cual es necesaria la 
actividad transcripcional a saturación de cuando menos 100 copias del gen precursor de los rRNA. Una 
célula que no tuviese multicopiados estos genes no podría dotarse de los suficientes ribosomas para 
mantener este ritmo de división celular. Es interesante observar que los genes de las histonas, los cuales 
son requeridos en cantidades iguales incrementadas en estas células, también estén repetidos siguiendo 
un diseño multicopia, semejante al de los rRNA. 
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Las secuencias repetitivas son fósiles vivientes 

O 

© ¿Cuál es la naturaleza de las secuencias que constituyen los componentes de las cinéticas rápida e 
intermedia observadas en los estudios de reasociación del DNA humano? La explicación aceptada es 
que estos componentes tienen una complejidad o diversidad de secuencia pobre, pero que están 
altamente repetidos en el genoma. Con el análisis del genoma humano se confirmaron estas conclusiones 
e identificaron los distintos tipos de secuencias que constituyen esta gran parte del genoma. Las 
secuencias repetidas del genoma suelen considerarse como “DNA basura”, inútil o de poco interés. Esta 
apreciación es inevitable cuando se considera que otras especies, como el pez globo (T. nigroviridis), 
tienen genomas fimcionales con muy pocas secuencias repetidas. Sin embargo, es una apreciación 
errónea. Las secuencias repetidas han transformado el genoma gracias a su capacidad para movilizarse 
a diferentes regiones del mismo, incluyendo rearreglos que crean nuevos genes o modifican los 
preexistentes. También, gracias a las secuencias repetidas, se pueden hacer análisis de la evolución 
humana, pues son la “evidencia paleontológica”, verdaderos fósiles vivientes en donde han quedado 
registrados eventos de mutación y selección natural. Basándose en su similitud, es posible reconocer 
generaciones de repeticiones que surgieron en una misma época. Al observar cómo varían estas 
secuencias con respecto al progenitor original, se pueden rastrear sus destinos a lo largo de millones de 
años de evolución, en distintas especies o en diferentes regiones del genoma de una misma especie. 
Además, como se expone más adelante, proporcionan marcadores genéticos de gran utilidad para el 
diagnóstico médico. Las secuencias repetidas que se han encontrado en el genoma humano se dividieron 
en los siguientes grupos: repeticiones intercaladas o dispersas (interspersed repeats), retrotransposones 
de genes celulares, repeticiones de secuencia sencilla (SSR, por sus siglas en inglés: simple sequence 
repeats) y duplicaciones segmentarias. 
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Los microsatélites y minisatélites son repeticiones de 
secuencia sencilla (SSR) 


Las repeticiones de secuencia sencilla consisten en repeticiones en tándem (perfectas o 
de forma mínima imperfectas) de secuencias oligoméricas cortas. Cuando la unidad de 
repetición del SSR es pequeña, de 1 a 13 bases, se le denomina microsatélite. En cambio, 
cuando la unidad repetida es más grande, de 14 a 500 bases, se le denomina minisatélite. 
El nombre histórico de “satélite” proviene de que este DNA se purificó por primera vez 
como una banda satélite, que se separaba con claridad del grueso del DNA genómico 
cuando éste era sometido a ultracentrifugación. Las SSR constituyen alrededor de 3% del 
genoma humano y están distribuidas en todos los cromosomas. Las más frecuentes son 
los microsatélites dinucleotídicos del tipo (AC), y (AT), en donde n, es decir el número 
de veces que se repite, puede variar entre 10 y 60. Hay dos clases de minisatélites, los 
que residen en un locus único y los que están presentes en múltiples loci. Uno de los 
primeros ejemplos caracterizados de minisatélites multiloci es la llamada sonda de DNA 
33.6, compuesta por 54 repeticiones de la secuencia (AGGGCTGGAGG), que se ha 
observando en decenas de loci en el genoma humano. 


©) 

© La gran relevancia de las SSR radica en que el número de veces que se repiten presenta una gran 
variabilidad en las poblaciones humanas (polimorfismo). Sus cualidades polimórficas y repetitivas los 
hacen marcadores o puntos de referencia genómica que han sido de extraordinaria utilidad para 
establecer mapas con los cuales se han ubicado genes enfermos y para el diagnóstico genético en 
medicina forense (véase más adelante). Por ejemplo, la sonda 33.6 se usa en los tribunales legales de 
Inglaterra para la identificación genotípica de individuos. 
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El polimorfismo alélico permite establecer patrones de 
cosegregación genética 


Si bien es cierto que hasta ahora se desconoce la utilidad o función de las secuencias 
repetitivas del genoma humano, éstas han servido, junto con los SNP (por sus siglas en 
inglés single nucleotide polymorphisms, véase capítulo 31) para establecer marcadores 
genéticos polimórficos que han sido de importancia fundamental para 1) la identificación 
genotípica de los individuos (“huella genotípica”); 2) la identificación de los genes 
involucrados o responsables de ciertas enfermedades genéticas y, 3) el establecimiento de 
mapas genéticos humanos, como los que usó el consorcio internacional para guiar su 
proyecto de secuenciación del genoma humano. 

¿Por qué un marcador genético debe ser polimórfico para servir a estos propósitos? Un 
marcador genético que no lo fuese, es decir que no tuviese variabilidad entre los 
individuos de una especie, es de nula utilidad para establecer árboles genealógicos, pues 
al ser igual en todos los individuos es imposible saber de qué progenitor ha sido 
heredado. En cambio, un marcador genético, o para fines prácticos cualquier rasgo 
fenotípico que sea polimórfico como el color o la forma de los chícharos estudiados por 
Mendel, lo hace rastreable y útil para hacer análisis genéticos. El estudio genealógico 
simultáneo de un marcador polimórfico conocido (cuyo “domicilio genómico” se co- 
nozca) junto con un rasgo fenotípico (como el padecer una enfermedad hereditaria), 
permite establecer un valor de correlación o cosegregación de ambos parámetros. En 
términos generales, una alta cosegregación (linkage o enlace del marcador y el rasgo 
heredable estudiado) indica que tanto el gen como el marcador genético están muy 
próximos entre sí en el genoma. Como la localización del marcador se conoce, se abre la 
posibilidad de ubicar el gen responsable del rasgo a que está enlazado. Este tipo de 
análisis molecular, combinado con una rigurosa genética clásica y otros estudios 
citogenéticos, ha permitido en el pasado la hazaña de localizar y clonar los genes causales 
de enfermedades hereditarias, como la corea de Huntington, fibrosis quística y distrofia 
muscular hereditaria, por sólo mencionar algunas. Ahora, con la secuencia del genoma 
humano, el número de marcadores polimórficos conocidos y ubicados en el genoma 
humano se ha incrementado de manera considerable, lo cual facilitará la identificación de 
los genes cuyas mutaciones sean responsables de enfermedades heredables. 
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La transferencia y análisis tipo southern permiten 
detectar loci polimórficos 


A partir de la información de la sección anterior, es fácil darse cuenta de que conocer las 
ventajas que otorgan los polimorfismos del genoma son tan importantes como la 
capacidad del ser humano para detectarlos, pues sólo así se podrán construir los árboles 
genealógicos necesarios para los estudios de cosegregación. Para fines prácticos, existen 
dos tipos de polimorfismos: los de secuencia -es decir mutaciones en algún(os) 
nucleótido(s) de la secuencia, como el caso de los SNP- y los de longitud de algún locus 
específico del genoma, como es el caso de la variabilidad en el número de veces que se 
repite un DNA satélite perteneciente a ese locus en particular. Las dos técnicas de 
laboratorio más usadas para la detección de polimorfismos son el análisis tipo Southern 
(figura 28-9) y la reacción en cadena de la polimerasa, mejor conocida como PCR por sus 
siglas en inglés (véase el capítulo 29 para una explicación de la PCR). 
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Figura 28-9. Polimorfismos genéticos, el RFLP y el VNTR. A) Esquema del locus hipotético T y de sus 
variantes alélicas T], T2, T3, T4 y T5 discutidas en el texto. Los tres sitios EcoRI están indicados como Ej, E2 
y E3; en el alelo T) el sitio E2 está ausente. Los genes A y B (rectángulos), reconocidos por las sondas A y B se 


localizan, respectivamente, en los fragmentos de 4 kpb y de 7 kpb obtenidos por la digestión del DNA con EcoRI. 
Entre E2 y E3 se encuentra un minisatélite (rectángulo café), cuya variación de tamaño causa un polimorfismo 


(VNTR) detectable con la sonda B. B) Resultado esquemático del análisis tipo Southern (con las sondas A o B) 
del DNA genómico homocigoto o heterocigoto para el locus T, como se indica en la parte superior del 
autorradiograma. Los estándares de peso molecular se corrieron en los carriles etiquetados como M (marcador de 
tamaño molecular) y su tamaño se indica expresado en kpb. Las variaciones de tamaño de las bandas vistas en los 
homocigotos T1 y T2, son ejemplos de RFLP, mientras que las variaciones vistas en los homocigotos T1, T3, T4 


y T5 son ejemplos de VNTR. Nótese que en los DNA heterocigotos, la intensidad de la señal en el 
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autorradiograma es aproximadamente la mitad de lo que se observa para los DNA homocigotos. 


En un análisis típico de DNA genómico por medio de la técnica de Southern, desde el 
inicio, el DNA es digerido, con una endonucleasa de restricción (por ejemplo, la EcoRI), 
la cual hará que el DNA intacto, inicialmente de alto peso molecular (> 100 kpb), se 
convierta en un conjunto de fragmentos de muy diversos tamaños, abarcando toda una 
gama, desde unos cuantos pb hasta miles de ellos. Como el corte con EcoRI es 
específico de secuencia (figura 26-8), el corte del mismo DNA siempre producirá el mismo 
conjunto de fragmentos, cada uno de los cuales contendrá loci o regiones, particulares 
del genoma. Por ejemplo, el gen de una proteína podría residir en un fragmento de 8 
kpb, mientras que el de otra podría estar en un fragmento de 3 kpb. Para saber de qué 
tamaño es el fragmento en donde quedó localizado un gen Z, se efectúa una hibridación 
con una sonda de DNA correspondiente a ese gen Z, que contenga una marca 
distinguible, por ejemplo, un isótopo radioactivo. Para que esta hibridación sea 
informativa, es necesario separar los diferentes componentes o fragmentos del DNA 
digerido, en función de su tamaño, por medio de electroforesis en geles de agarosa y 
después transferirlos e inmobilizarlos en una matriz sólida (figura 28-10). Una vez fijos en 
la matriz, el conjunto de fragmentos se incuba con la sonda radioactiva del gen Z, la cual 
se reasociará o hibridará con su secuencia complementaria en forma específica. El exceso 
de sonda se lava, de modo que sólo permanezca la sonda hibridada a una secuencia 
específica que esté fija en la matriz. La matriz lavada se usa para exponer una placa para 
rayos X, revelando así la posición y de ahí, el tamaño del fragmento que contiene las 
secuencias de la sonda Z. En general, se llama análisis o transferencia tipo Southern a los 
experimentos en los cuales el DNA digerido es separado por tamaño, transferido e 
hibridizado a una sonda específica (figura 28-10). 
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Separación del DNA digerido 


A Electrodos 
Pozos del gel 
Marcador 
de tamaño 


molecular Dirección del movimiento 
del DNA 


+ 


B Transferencia a membrana de nylon 
C Į— Peso 
sico Membrana de nylon 
de nylon =g DNA transferido 
i Gel 
Pabilo 
Sol. salina 
Soporte 
c Hibridación Kon D Exposición a placa Rx 
sonda radioactiva Sólo la sonda que hibridó 
AAA permanece en la membrana 


— — A 


Figura 28-10. Análisis de los ácidos nucleicos, las transferencias tipo Southern y Northern. Aún en mezclas muy 
complejas de ácidos nucleicos, la presencia y el tamaño de alguno en particular se puede determinar por medio de 
hibridaciones en matrices sólidas. La técnica fue inicialmente descrita para el DNA por un investigador de apellido 
Southern, de ahí que fuese llamada “Southern blot”. La misma técnica adaptada para RNA, se conoce como 
“Northern blot”. A) La mezcla de ácidos nucleicos es separada mediante electroforesis en geles de agarosa, en los 
cuales las muestras migran en el campo eléctrico en forma inversamente proporcional a su tamaño, las más 
chicas migran rápidamente y las más grandes avanzan poca distancia en el gel. En uno de los carriles del gel se 
corren moléculas de tamaño conocido que se usan para calcular los tamaños de las muestras; B) Los ácidos 
nucleicos son transferidos desde el gel hacia una matriz sólida, que generalmente es un papel de nitrocelulosa o 
una membrana de nylon, y en donde quedan inmovilizados, preservando el patrón de separación obtenido en el 
gel. Previo a la transferencia, los ácidos nucleicos deben ser desnaturalizados, de manera que las secuencias 
nucleotídicas queden accesibles a la hibridación siguiente; C) La matriz es separada del gel y se incuba con una 
sonda (también previamente desnaturalizada) de DNA marcado radiactivamente, la cual contiene las secuencias 
complementarias al ácido nucleico que se quiere identificar. Durante la incubación, la sonda encuentra e hibrida en 
forma específica con su complementaria en la matriz; D) El resto de la sonda se lava, de modo que sólo 
permanezca la sonda hibridada especificamente. La matriz lavada se usa para exponer un filme para rayos X, 
revelando así la posición y de ahí el tamaño del fragmento que contiene las secuencias de la sonda 
(autorradiografía). 


Autorradiografía 


Para ilustrar cómo se usa la técnica de Southern para detectar variantes polimórficas, 
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imaginar un locus hipotético del genoma definido locus T, para el cual existan dos 
variantes alélicas, la T} y T2. Se define alelo T} como aquel en el cual hay tres sitios de 
reconocimiento para la endonucleasa de restricción EcoRI separados entre sí por 
segmentos de DNA de 4 y 7 kpb, y con un minisatélite entre el segundo y el tercer sitio 
EcoRI (figura 28-11). Se supone también que se tienen las sondas específicas A y B, que 
reconocen a los genes A y B localizados entre los sitios EcoRI, en los fragmentos de 4 y 
7 kpb, respectivamente. El análisis tipo Southern de DNA genómico, cortado con EcoRI 
que contuviese esta variante alélica T4, revelaría un fragmento de 7 kpb cuando se use la 
sonda B y de 4 kpb cuando se use la sonda A. Si una variante polimórfica de secuencia 
del locus T tuviese mutada tan sólo una base que eliminase el segundo sitio EcoRI (como 
en el alelo T, de la figura 28-10), ésta se revelaría como un fragmento de 11 kpb, tanto 
con la sonda A como con la B. Este tipo de polimorfismo que se detecta por la presencia 
o ausencia del sitio de corte de una enzima de restricción se les conoce como 
“polimorfismo en la longitud del fragmento de restricción”, o más común y de manera 
breve como RFLP (por sus siglas en inglés, restriction fragment length polymorphism). 
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Figura 28-11. Herencia mendeliana de los marcadores polimórficos. Se muestra el árbol genealógico y el patrón 
esperado en el análisis tipo Southern para una familia con polimorfismos en el locus hipotético T, discutido en el 
texto. El DNA señalado con la interrogación corresponde a un supuesto hijo de la familia (figura 28-9 para la 
explicación de los alelos y otros símbolos). La posición de las bandas alélicas diagnósticas T2 y T4 se señala con 
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las fechas. 


Los polimorfismos de longitud también se pueden detectar por análisis tipo Southern. 
Regresando al ejemplo del locus hipotético T, suponiendo las variantes alélicas T3,T4 y 
T5 que se distinguieran de la variante T; por tener repetido un número distinto de veces 
el minisatélite localizado entre el segundo y el tercer sitios EcoRI. Si éste fuese el caso, el 
análisis tipo Southern de DNA digerido con EcoRI e identificado con la sonda B, 
revelaría diversos tamaños para el segundo fragmento EcoRI. Este tipo de polimorfismo 
que se detecta por la múltiple variabilidad del tamaño de un fragmento de restricción, se 
le conoce como “polimorfismo en el número de repeticiones en tándem”, o más común y 
breve como VNTR (por sus siglas en inglés, variable number of tandem repeats). Como 
su nombre lo indica, este tipo de polimorfismo surge de la gran variabilidad que puede 
haber en el número de veces que se repiten los elementos constitutivos de los micro y 
minisatélites. Por ello, los VNTR son por lo general polimorfismos con muchas variantes 
alélicas; en cambio los RFLP sólo pueden existir en dos formas alélicas, la que tiene el 
sitio de restricción y la que no lo tiene. Debido a que la variación de los VNTR en una 
población es mucho mayor que la de los RFLP, los primeros son de mayor utilidad para 
establecer identidades o huellas genotípicas. 
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La utilidad de los marcadores polimórficos en la 
medicina legal y forense 


La detección de polimorfismos genéticos mediante las técnicas de la biología molecular 
ha dado una nueva herramienta para el análisis de los genes que se heredan con un 
patrón mendeliano. Por ejemplo, imaginemos el caso de una pareja en la cual el padre es 
homocigoto para el alelo T} y a la madre es homocigota para el alelo T3; si el locus T 
reside en un autosoma, es de esperarse que todos los descendientes de esta pareja sean 
heterocigotos Tı/T y que por tanto exhiban RFLP de forma inequívoca característicos 
(figura 28-11). Si algún hijo de esta pareja tiene un patrón alélico T,/T 4, por ejemplo, sería 
razonable suponer que el supuesto padre no es el padre biológico de ese hijo, pues quien 
lo fuese debería ser al menos heterocigoto para el alelo T4. En forma simplificada, ésta es 
la manera como se realizan las pruebas de paternidad basadas en el análisis de DNA. 
Como se puede ver con facilidad, estas pruebas son concluyentes para descartar la 
paternidad de un posible padre; sin embargo, no lo son para asignarla sin lugar a duda. 
Esto se debe a que el alelo diagnóstico, el alelo T4 del ejemplo anterior, puede estar 
presente en muchos individuos de la población. El uso de más de un marcador 
polimórfico, es decir, el análisis de varios loci que sean polimórficos ayuda a disminuir 
este tipo de incertidumbres, pero jamás a eliminarla en su totalidad. Siguiendo con el 
ejemplo, si el alelo T4 está presente sólo en 10% de la población, esto eliminaría a 90% 
de los hombres de esa población como posibles padres biológicos. Si se combinasen los 
resultados del análisis de 4 alelos, que como T4 tuviesen una frecuencia de 10%, 
entonces se podría eliminar a 99.99% de la población. Aunque esta cifra es muy cercana 
a 100%, en términos prácticos aún tiene un alto grado de incertidumbre. Es por ello por 
lo que para establecer una “huella genotípica” individual inequívoca será necesario 
identificar, caracterizar y emplear un amplio repertorio de marcadores polimórficos de 
alta variabilidad. El uso de los minisatélites multiloci, como la sonda 33.6, es muy 
informativo, pues en un análisis tipo Southern pueden revelar decenas de loci de manera 
simultánea. No obstante, aun hoy en día, la identificación positiva de individuos por 
medio de análisis de DNA sigue teniendo tan sólo un valor probabilístico, cuyo grado de 
certidumbre depende del número y la variabilidad de los marcadores polimórficos 
utilizados en el análisis. 


0 Preguntas de reforzamiento 


1 Cuando se presenta la duplicación de un gen y una de las copias es inactivada, pero permanece presente en el genoma se le 
denomina: 


a) Diploide. 
b) Pseudogen. 
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€) Alelo. 
d) Retroposon. 
e) Satélite. 


2 El DNA se enrrolla en una estructura constituida por proteínas básicas llamadas histonas. ¿Cuál es el nombre de dicha 
estructura? 


a) Topoisomerasa. 

b) Centromero. 

C) Cromatida hermana. 
dl) Nucleoide. 

€) Nucleosoma. 


3 ¿Cuántos pares de bases posee una celula somática normal de humano, una vez que se ha pasado por la fase de síntesis para 
entrar a mitosis y antes de que se efectue la división celular? 


a) 13.2 x 10? pb (tetraploide) 
b) 3.3 x 10? pb 

€) 6.6 x 10? pb 

d) 4.64 x 10% pb 

€) 2.24 m 


4 Proceso que permite unificar exones de manera postranscrip cional, evitando la salida del núcleo de los intrones: 


a) Condensación. 
b) Polimorfismo. 
€) PCR. 

d) Splicing. 

e) Linkage. 


5 Es el lugar que ocupa fisicamente en el cromosoma una serie de genes duplicados dispersos en el genoma y que se les identifica 
por ser iguales y funcionales, como es el caso de las multicopias de los genes ribosomales: 


a) Isotopo. 

b) Locus. 

c) Loci. 

d) Unidad de mapa. 
e) Nucleosoma. 


Respuestas: 1. b, 2. e, 3. a, 4. d, 5. c 
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Lo) 
Capítulo 29 


97? o” Duplicación del DNA 


Fernando López Casillas, Eduardo Casas Hernández 


e La duplicación es semiconservativa 

e Replicón y sitios de origen de la duplicación 

e Horquilla de duplicación, rep lisoma y sitios de terminación 

e Las polimerasas trabajan siguiendo dos reglas 

e Las polimerasas de DNA actúan sobre un cebador con un OH libre en posición 3” 

e En E. coli participan tres DNA polimerasas en la duplicación del DNA 

e La DNA polimerasa I de E. coli también es una doble exonucleasa incrementa la fidelidad de la duplicación 
e Ensamblaje del replisoma y fragmentos de Okazaki 

e La actividad de exonucleasa 3” — 5” de la DNA polimerasa I incrementa la fidelidad de la duplicación 
e La topoisomerasa II desengancha los cromosomas bacterianos duplicados 

e Duplicación del DNA en eucariotas 

e La integridad de los cromosomas eucarióticos depende de la telomerasa 

e Mutaciones y agentes mutagénicos 

e Reparación del DNA dañado 


e p53 y reparación genómica en eucariotas 
e Clonación de genes y tecnología del DNA recombinante 


e Secuenciación del DNA 
e Reacción en cadena de la polimerasa (PCR 


conceptos clave 


Í Duplicación del DNA. Proceso biológico mediante el cual una molécula de DNA que contiene el genoma de un organismo es 


duplicado para tener 2 moléculas idénticas en longitud e información a la original, y que se distribuyen en cada una de las dos 
células hijas durante la división celular. 


2 La duplicación del DNA es de tipo semiconservativo porque cada una de las dobles hélices producidas en este proceso poseen 
una hebra del DNA original y una hebra recién sintetizada. 


3 Las DNA polimerasas requieren de una hebra preformada, a la que se agregan nucleótidos para ser alargada y otra hebra que le 
sirve como molde para agregar los nucleótidos en una secuencia comp lementaria. 


4 La duplicación del DNA es casi perfecta gracias al proceso de corrección de pruebas, en el que la DNA polimerasa III emplea su 


actividad de exonucleasa de 3” a 5” para retirar nucleótidos mal apareados y los sustituye por los correctos empleando su actividad 
de polimerasa de 5” a 3”. 


5 Las mutaciones son cambios en la secuencia de bases del ADN que inducen a la producción de proteínas diferentes a las que 
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originalmente se codificaban en el genoma. Estos cambios pueden o no ser nocivos de acuerdo a la función de la proteína producida. 
La alteración puede producir una proteína no funcional que puede comprometer incluso la vida de la célula, o puede producir una 
proteína con funciones novedosas que le confieran alguna ventaja con respecto a la original. 


6 La tecnología de DNA recombinante echa mano de todas las enzimas que participan en la duplicación del DNA, para producir 


ácidos nucleicos que combinan la información genética de dos o más organismos. Se pueden generar así organismos genéticamente 
modificados con propiedades y capacidades diferentes de los originales. 


Una parte esencial del fenómeno que se llama vida es la constancia que los genomas 
mantienen de generación en generación; es decir, la transmisión fidedigna de los genomas 
de padres a hijos. Dicha transmisión requiere el copiado fiel del DNA de los progenitores 
para su herencia a los descendientes. Este preciso copiado de los genomas, que sucede 
cada vez que una célula se divide, se lleva a cabo con tal fidelidad que permite la 
preservación de los fenotipos que se reconocen y catalogan de forma taxonómica como 
las diversas especies biológicas. La división celular y la duplicación de los genomas son 
procesos entrelazados de forma estrecha. En las células eucarióticas, la mitosis (división 
celular) y la duplicación del genoma ocurren de manera alternada durante las fases del 
ciclo celular, conforme a un complejo sistema de regulación que es sensible a múltiples 
señales extracelulares y al estado de diferenciación celular. Igualmente compleja es la red 
de los mecanismos que aseguran la fidelidad con que el DNA se copia y se repara, en 
caso de errores o daños causados por agentes físicos y químicos. 

La pérdida o falla de estos sistemas de reparación puede causar patologías tales como 
el cáncer. El estudio contemporáneo de la oncogénesis se encuentra muy ligado al estudio 
de los mecanismos que controlan la duplicación del genoma, su reparación y el ciclo 
celular. 


D 

© Este capítulo inicia con una descripción general de las enzimas que sintetizan el DNA, las 
polimerasas de DNA, y de cómo ellas son parte indispensable de la maquinaria multiproteínica 
responsable de la duplicación del genoma. Continúa con una discusión acerca de las mutaciones y 
lesiones del genoma y de los mecanismos celulares que han evolucionado para repararlas. Por último, se 
discute cómo los métodos del DNA recombinante se ha nutrido en gran medida del conocimiento 
originado del estudio de las enzimas involucradas en la duplicación del DNA, dando lugar a técnicas 
como la reacción en cadena de la polimerasa (mejor conocida como PCR, por sus siglas en inglés) que 
han revolucionado el diagnóstico molecular de diversas enfermedades humanas. 
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La duplicación es semiconservativa 
O) 

2 Cuando Watson y Crick postularon la estructura de la doble hélice del DNA, también propusieron 
un mecanismo para su copiado o duplicación, en el cual cada una de las cadenas del DNA sirve de 
molde o plantilla para copiar una cadena nueva complementaria al molde original. Las mismas 
propiedades estructurales que determinan los apareamientos de bases G = C y A = T podrían usarse 
para dictar la secuencia de la cadena copiada. En experimentos posteriores se descubrió que las 
polimerasas de DNA (las enzimas que sintetizan el DNA) tienen propiedades catalíticas que apoyan la 
proposición de Watson y Crick, y explican el mecanismo básico de este proceso de copiado. No 
obstante, en su momento, la propuesta dejó en el aire la pregunta de si el proceso era conservativo o 
semiconservativo; es decir, si al finalizar la duplicación uno de los DNA conservaba las dos cadenas 
viejas y el otro las dos cadenas recién sintetizadas (modelo conservativo), o si los DNA duplicados 
tenían una cadena nueva asociada a una cadena vieja (modelo semiconservativo). Esta cuestión hoy en 
día podría parecer trivial, pero en su momento fue un difícil reto que se resolvió con el experimento de 
Meselson y Stahl (figura 29-1), el cual demostró que la duplicación es semiconservativa. 
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El DNA inicial que proviene 
del cultivo en 'ÍN es DNA 
pesado (PP) exclusivamente 


Resultado observado durante AAÁAÁAÁA 
la ultracentrifugación,el DNA pesado MS Y) y 
(PP) migra a una posición cercana 
al fondo del tubo PP 
Primera generación en 'N 
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Modelo conservativo Modelo semi-conservativo 


DNA de densidad 
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y ligero (LL) 
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Figura 29-1. Experimento de Meselson y Stahl. Cultivos de E. coli crecieron por varias generaciones en una 
fuente de 15N, el isótopo “pesado” del nitrógeno común o “ligero” (A, de modo que el DNA bacteriano se 
sintetizó exclusivamente con átomos de 15N y por ello adquirió una densidad mayor que la del DNA normal 
(14N). Esta diferencia de densidad permitió la separación de los DNA pesados (PP) de los ligeros (LL), mediante 
ultracentrifugación. Las células cultivadas en 1SN fueron tansferidas a un medio con nitrógeno ligero, de modo 


que las siguientes generaciones de DNA bacteriano se sintetizaron exclusivamente con átomos de ln, Si la 
duplicación fuera conservativa, la ultracentrifugación mostraría dos tipos de DNA en la primera ronda de 
duplicación, uno pesado (PP) y otro ligero (LL). En cambio, si la duplicación fuera semiconservativa el DNA 
aparecería como un híbrido de una densidad intermedia entre el pesado y el ligero (LP), pues una de las cadenas 
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de la doble hélice tendrá 14N (la cadena recién sintetizada), y su complementaria SIN (la cadena materna u 
original). Este último fue el resultado observado (LP). En una segunda ronda de duplicación se obtuvieron dos 
bandas, una correspondiente al DNA de densidad intermedia y otra al DNA ligero (LL), tal y como lo predecía el 
modelo semiconservativo. En ninguna generación posterior al cambio a nitrógeno ligero se observó un DNA 
pesado, el cual debería coexistir con el DNA ligero según el modelo conservativo. De estos resultados se 
concluyó que la duplicación del genoma de E. coli es semiconservativa. Experimentos de diseño similar han 
permitido corroborar que todos los organismos duplican su DNA de manera semiconservativa. 
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Replicón y sitios de origen de la duplicación 


Para llevar a cabo la duplicación del DNA es necesaria la participación de distintas 
proteínas y enzimas y dar inicio siempre en un sitio particular del cromosoma. El sitio de 
origen de la duplicación es el lugar del cromosoma en donde se separan las cadenas de la 
doble hélice y se ensambla al principio la maquinaria enzimática responsable de la 
duplicación. En E. coli, este sitio (llamado oriC) corresponde a una región rica en 
adeninas y timinas de alrededor de 240 nucleótidos, cuya secuencia nucleotídica es 
reconocida en forma específica por las proteínas DnaA, que al unírsele, causan la 
apertura de la doble hélice en esa región del cromosoma (figura 29-2). El cromosoma 
circular de E. coli tiene un solo sitio de origen de la duplicación, a partir del cual el 
cromosoma se duplica en su totalidad. Los sitios de origen contienen la información 
necesaria y suficiente para desencadenar la duplicación del DNA. De ahí que se defina 
como replicón al fragmento de DNA con un sitio de origen que sea reconocido por la 
maquinaria enzimática de un organismo dado, permitiendo que ese DNA se duplique. En 
la definición de replicón se incluyen los sitios donde termina la duplicación. Según esta 
definición, los cromosomas bacterianos son, en general, replicones únicos. Por el 
contrario, los cromosomas de los organismos eucarióticos están compuestos de múltiples 
replicones, cada uno con sus respectivos sitios de origen y terminación. Esto se debe a 
que la mayor longitud de estos cromosomas obliga a la utilización de múltiples sitios de 
origen de duplicación para poder completarla con rapidez. 


DnaC 


DnaB 


Complejo inicial 
cerrado 


DnaB 
(helicasa) 


Figura 29-2. Inicio de la duplicación en el sitio de origen. La duplicación del cromosoma anular de E. coli 
empieza en un sitio único llamado sitio de origen oriC, que contiene bloques de nucleótidos ricos en T y A 
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espaciados en 3 segmentos de 13 residuos (13-mer) y 4 de 9 (9- mer). La unión de las proteínas DnaA en oriC 
causa la abertura de la doble hélice y permite la entrada del complejo proteínico DnaC/DnaB y de las proteínas 
ssb, las cuales, respectivamente, extienden la abertura inicial e impiden la reasociación de las cadenas separadas. 
La DnaC tiene como función acarrear a la DnaB, la helicasa, a las horquillas en donde se ensamblará el 
primosoma y eventualmente el replisoma. 
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Horquilla de duplicación, replisoma y sitios de 
terminación 


La separación de la doble hélice del DNA es causada por las proteínas DnaA en el sitio 
de origen de la duplicación y permite que la proteína DnaB se una a las cadenas 
separadas (figura 29-3). La DnaB es una helicasa, una enzima que se desplazan sobre el 
DNA de cadena sencilla, hidrolizando ATP y utilizando la energía liberada para 
desenrollar más la doble hélice. La tendencia del DNA a reasociarse es impedida por la 
unión de proteínas que tienen afinidad por el DNA de cadena sencilla, conocidas como 
proteínas ssb (por sus siglas en inglés single-stranded binding proteins). Esta abertura 
del DNA en el sitio de origen se observa al microscopio electrónico como un ojal o 
burbuja embebida en el cromosoma bacteriano (figura 29-4). Los dos extremos de esta 
burbuja u ojal constituyen las “horquillas de duplicación”, sitios en donde se ensamblan 
los complejos enzimáticos responsables de la síntesis del DNA. Estos complejos 
enzimáticos, también llamados replisomas, incluyen además de la DNA polimerasa III 
otras enzimas y proteínas encargadas de otras funciones, como se discute más adelante. 
En el caso del cromosoma o replicón de E. coli, ambas horquillas de duplicación son 
funcionales, por lo que la duplicación se lleva a cabo en forma bidireccional a partir del 
sitio de origen. Ya que el cromosoma de E. coli es circular, sin extremos libres, el 
movimiento de los replisomas ensamblados en ambas horquillas les lleva a reencontrarse 
en el extremo del cromosoma opuesto de forma diametral al sitio oriC. 
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Figura 29-3. La apertura de la burbuja de duplicación por las helicasas y las proteínas ssb. Además de abrir al 
DNA, la helicasa permite que la primasa tenga acceso a las cadenas desapareadas en la horquilla, sobre las cuales 
sintetiza el oligonucleótido de RNA, que servirá de cebador para la síntesis de las cadenas líder y rezagada por la 

DNA polimerasa III. Como en cada una de las horquillas de la burbuja ocurren estos sucesos, la duplicación es 

bidireccional a partir del sitio oriC. 
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Figura 29-4. Esquema del proceso de formación de la estructura © durante la duplicación del cromosoma de £E. 
coli. La burbuja de duplicación aparece como un pequeño anillo dentro de la circunferencia del anillo mayor que 
es el cromosoma bacteriano: A) Al avanzar la duplicación, el anillo menor aumenta de tamaño mientras que el 
anillo original disminuye: B) En el punto intermedio se forma una estructura que semeja a la letra griega theta (O) 
C) Eventualmente, el anillo original parece desaparecer, pues cada una de sus cadenas se va incorporando a los 
cromosomas hijos: D, E) en este punto, las dos horquillas de duplicación están muy próximas al sitio de 
terminación. 
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Las polimerasas trabajan siguiendo dos reglas 


La síntesis biológica del DNA sigue un par de reglas generales, que son también 
aplicables a la transcripción, es decir, a la síntesis biológica del RNA (figura 29-5): 


e de is ) Cebador 


T. 
TAAA TAAA AAA 


3 p——Pp P 5 
5° Py-PB-Pa OH 3' 
5: PPP PS OH3 +4 
0 9 OOVDOVOO! 
3 — Pp P P—P e ss ds a E E al 
a al >  PPi —> 2Pi 
5 30H 
3 P P P P P 5 


Figura 29-5. La polimerización de los ácidos nucleicos se realiza en la dirección 5”—>3”. La DNA polimerasa 
requiere de un cebador que proporcione un OH libre en el extremo 3” de la cadena que se está polimerizando. El 
desoxirribonucleótido que se añade a este extremo debe tener un trifosfato en su posición 5” y debe ser 
complementario con la siguiente base del molde. Ya que esta reacción crea un enlace fosfodiéster entre el OH 3” 
del cebador y el fosfato alfa 5” del nucleótido entrante, la dirección en que crece el cebador es 53”. El 
pirofosfato (PPi), un producto de la reacción que proviene de los fosfatos B-y del nucleótido polimerizado, es 
eventualmente hidrolizado a dos fosfatos. Durante la transcripción, las RNA polimerasas también añaden 
ribonucleótidos de una manera semejante, aunque no requieren de un cebador para iniciar la síntesis. 
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1. El DNA sintetizado tiene una secuencia complementaria y antiparalela a la de un 
molde prexistente de DNA de cadena sencilla. 

2. El sentido de la polimerización, es decir, el crecimiento del polímero, siempre es 
>]. 


3) 

© Las enzimas capaces de efectuar la síntesis de un polinucleótido dependiente de un molde 
prexistente se denominan polimerasas, y siempre construyen el nuevo polímero que inicia en el extremo 
5” y termina con el extremo 3”. Las polimerasas que sintetizan una cadena nueva de DNA a partir de un 
molde de DNA son las DNA polimerasas, y las que sintetizan una cadena de RNA a partir de un molde 
de DNA son las RNA polimerasas. En general, las DNA polimerasas participan en la duplicación del 
genoma, y las RNA polimerasas, en su transcripción. Una diferencia sustancial entre las polimerasas de 
DNA y las de RNA es que las segundas inician la síntesis del polímero de manera directa del molde 
prexistente, mientras que las primeras requieren de un cebador (iniciador o “primer” para el inicio de la 
síntesis del polinucleótido. El cebador es un oligonucleótido de RNA o DNA que forma parte 
indispensable del sustrato sobre el cual actúan las DNA polimerasas. La transcriptasa inversa y la 
telomerasa son dos ejemplos excepcionales de polimerasas de DNA que sintetizan una cadena de DNA 
usando un molde de RNA en vez de uno de DNA, razón por la cual se les conoce como polimerasas de 
DNA dependientes de RNA (figura 29-6). Estas polimerasas también se apegan a la regla de polimerizar 
en el sentido 5”>3”, sobre un molde preexistente (RNA en este caso) y usando un cebador. La 
transcriptasa inversa es indispensable para convertir los genomas de RNA de los retrovirus en genomas 
de DNA, mientras que la telomerasa sirve para mantener la integridad de los extremos teloméricos de 
los cromosomas eucarióticos. 
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Figura 29-6. Polimerasas y síntesis de los ácidos nucleicos. Las polimerasas sintetizan la cadena complementaria 
de un molde preexistente, que puede ser DNA o RNA. La transcriptasa inversa y la telomerasa son polimerasas 
que sintetizan DNA usando un molde de RNA. Cuando el molde es DNA, la doble hélice se abre para permitir la 

acción de la polimerasa. Para iniciar la polimerización, las polimerasas que sintetizan DNA requieren de un 
cebador apareado al molde, mientras que las polimerasas que sintetizan RNA pueden iniciar la síntesis sin 
necesidad de un cebador. Todas las polimerasas catalizan la extensión o elongación del polímero en la dirección 
SS 3. 
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Las polimerasas de DNA actúan sobre un cebador con un 
OH libre en posición 3” 


La reacción de polimerización catalizada por una DNA polimerasa prototípica se ilustra 
en la figura 29-5. La primera DNA polimerasa fue descubierta en 1956, por Arthur 
Kornberg y hoy en día se le conoce como polimerasa I. Esta polimerasa requiere dos 
cadenas de nucleótidos: una cadena de RNA que actúa como cebador o iniciador, con un 
grupo OH libre en posición 3”, y una cadena molde que dirige la síntesis de la secuencia 
complementaria, al permitir el correcto apareamiento de las bases entrantes. El grupo OH 
3” del cebador reacciona con el fosfato y de un trifosfato de desoxirribonucleósido o 
dNTP (en este caso, un dNTP puede ser dATP, dCTP, dGTP o dTTP), formando un 
nuevo enlace fosfodiéster. El monómero añadido proporciona un nuevo OH en el 
extremo 3”, que puede reaccionar con otro dNTP. Una propiedad relevante de esta 
reacción es que la polimerasa selecciona el dNTP que debe añadir, conforme a las reglas 
de apareamiento de Watson y Crick. Por ejemplo, añade un dATP sólo si la base del 
molde es una T, o sólo añade un dGTP si en el molde hay una C. De esta rigurosa 
selección depende que la cadena que se va sintetizando sea complementaria al molde 
copiado. 
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En £. coli participan tres DNA polimerasas en la 
duplicación del DNA 


Además de la DNA polimerasa I, E. coli presenta otras dos polimerasas de DNA, la II y 
la TIT (cuadro 29-1). Las tres DNA polimerasas poseen actividad de síntesis 5”>3” y de 
exonucleasa 3”>5”, pero sólo la I tiene la actividad de exonucleasa 5”>3”. La 
importancia funcional de cada polimerasa puede apreciarse en el fenotipo que resulta de 
desactivarlas por mutación de sus genes. La pérdida de la DNA polimerasa I afecta la 
eficiencia de la reparación del DNA, y sólo cuando la mutación inhabilita su actividad de 
exonucleasa 5”—3” se reduce la viabilidad de la bacteria, ya que ésta se requiere para la 
eliminación de los cebadores de RNA. La pérdida de la DNA polimerasa II no tiene 
efectos mortales para E. coli; en cambio, la carencia de la DNA polimerasa III es 
incompatible con la supervivencia de la bacteria, pues es la enzima responsable de 
duplicar su genoma. A diferencia de las DNA polimerasas I y Il, que están compuestas 
por una sola cadena polipeptídica, la DNA polimerasa III está formada por 10 
polipéptidos, cada uno con diversas actividades catalíticas (figura 29-7), que se ensamblan 
en un complejo multiproteínico capaz de polimerizar a la fantástica velocidad de 800 pb 
por segundo, lo cual contribuye a explicar que la duplicación del genoma de E. coli 
pueda completarse en tan sólo 40 min. Las DNA polimerasas responsables de la 
duplicación de los genomas de otras especies son mucho más lentas. Por ejemplo, la del 
ratón lo hace a 35 bp por segundo; esto, aunado al hecho de que el genoma murino es 
mucho mayor que el bacteriano, hace que la fase de duplicación del DNA del ciclo 
celular en los vertebrados tarde en promedio de 8 a 12 h. 


Cuadro 29-1. Propiedades de las DNA polimerasas de £. coli 


Gen estructural polA polB (dnaA) polC (dna E) 
Número de subunidades 1 >4 10 
Masa (kDa) 103 88 —900 

M oléculas/célula 400 T 10a20 
Polimerización 5” — 3” + + + 
Exonucleasa 3’ — 5” SE + + 
Exonucleasa 5” — 3” + p $ 

Tasa de polimerización (nucleótidos/seg) 16a20 7 250 a 1 000 
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Figura 29-7. Holoenzima Pol III de £. coli. Se muestran los dos centros catalíticos (a, e, 9) unidos por un 
dímero de subunidades t. Uno de los centros catalíticos polimeriza la cadena líder y el otro la cadena rezagada. El 
dimero de subunidades f$ asociado a cada centro catalítico forma un anillo alrededor del DNA en duplicación 
“encadenando” a la enzima con su sustrato. El dímero asociado a la cadena líder permanece unido continuamente 
a ella, mientras que el de la cadena rezagada se ensambla y desensambla con la formación de cada nuevo 
fragmento de Okazaki. Cada célula de Æ. coli tiene en promedio 10 holoenzimas de la DNA polimerasa III. 
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La DNA polimerasa I de E. coli también es una doble 
exonucleasa incrementa la fidelidad de la duplicación 


Además de catalizar la reacción de polimerización 5”—3”, la DNA polimerasa I de E. coli 
cataliza dos reacciones de exonucleasa, en las c uales se eliminan nucleótidos, ya sea en 
el extremo 3” de la cadena de DNA que se está polimerizando (exonucleasa 3'>5”) o en 
el extremo 5” de una cadena apareada al molde que se está copiando (exonucleasa 
5'">3”). La exonucleasa 5”—3” puede eliminar una porción de la cadena de un DNA que 
contenga una ranura, dejando un hueco de cadena sencilla en la doble hélice. Se llama 
ranura o muesca (también conocida por su nombre inglés, nick) a la discontinuidad en el 
armazón ribosa fosfato de una de las cadenas del DNA, debida a la rotura o falta de un 
enlace fosfodiéster (figura 29-8). Por lo general, la ranura demarca o separa, por un lado, 
una cadena de DNA con un extremo 5” fosforilado y, por el otro, una cadena de DNA 
cuyo extremo 3” tiene un OH libre. Estas ranuras en el DNA son reparadas por las 
ligasas. Como la exonucleasa 5”—3” de la DNA polimerasa I actúa en concierto con su 
actividad de polimerasa 5”—>3”, el hueco dejado por la primera sirve como molde para la 
segunda. En este caso, la exonucleasa 5”—3” elimina nucleótidos por el extremo 5” de la 
ranura, mientras que la polimerasa 5”—>3”, usando como cebador el OH presente en 
extremo 3” de la ranura, los resintetiza. El efecto neto es que la cadena eliminada por la 
exonucleasa 5”—>3” es resintetizada de inmediato por la polimerasa 5”—>3” (figura 29-8). 
Esta acción en apariencia ociosa de la DNA polimerasa I es de gran importancia 
fisiológica, pues es indispensable para eliminar el cebador de RNA presente en el extremo 
5” de los fragmentos de Okazaki, intermediarios metabólicos de la duplicación. 
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Figura 29-8. Exonucleasa 5”—>3”de la DNA polimerasa I de E. coli. El lado 5”-fosfato de un enlace fosfodiéster 
roto (ranura o “nick”, véase el texto) es degradado por la actividad exonucleasa 5” —>3” de la DNA polimerasa I, 
dejando un hueco que es rellenado por la actividad de polimerasa 5?—-3” de la misma enzima, la cual toma como 
cebador al OH 3” de la ranura. Debido a que la DNA polimerasa I restituye la cadena que degrada, la ranura 
pareciese desplazarse de lugar, de ahí el nombre de traslado de la ranura, o como se conoce en inglés “nick 
translation”. 
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Ensamblaje del replisoma y fragmentos de Okazaki 


Además de su función como helicasa, la proteína DnaB sirve para facilitar la asociación 
de la primasa, también llamada proteína DnaG, con el DNA de cadena sencilla. La 
primasa sintetiza un cebador de RNA (primer), de unos 9 a 12 ribonucleótidos de 
longitud, complementario al DNA de cadena sencilla expuesto por la helicasa. Por su 
acción concertada, en ocasiones se llama primosoma al complejo formado por la helicasa 
y la primasa. La síntesis del cebador ocurre en ambas cadenas de las horquillas de 
duplicación, y genera cuatro sustratos, dos en cada horquilla, sobre los que actúan dos 
holoenzimas de la DNA polimerasa III (figura 29-9). Nótese que, debido a que la 
polimerasa sólo sintetiza en el sentido 5”—>3” y a que los cebadores tienen orientaciones 
5”>3” opuestas, en cada una de las horquillas la síntesis de las cadenas nuevas ocurre en 
sentidos opuestos. La polimerización de una de las nuevas cadenas, la cadena líder, 
avanza en el sentido en que la horquilla de forma simultánea con su apertura, mientras 
que la otra, la cadena rezagada, crece en el sentido opuesto. No obstante que los sentidos 
en que crecen las cadenas líder y rezagada son opuestos, ambas son sintetizadas por una 
sola DNA polimerasa III. Esto es posible porque la DNA polimerasa II es un complejo 
multiproteínico dispuesto en forma más o menos simétrica, con dos centros catalíticos, 
cada uno de los cuales polimeriza una nueva cadena de DNA; ambas cadenas se apegan 
a la regla de la direccionalidad 5”—3” (figura 29-9). Una consecuencia de esto es que uno 
de los centros catalíticos sintetiza la cadena líder en forma continua, siguiendo el sentido 
en que avanza la horquilla de duplicación (figura 29-10). Por el contrario, la cadena 
rezagada es polimerizada por el otro centro catalítico en forma discontinua; es decir, en 
fragmentos de unos 1000 pb, los cuales son unidos por la acción de la DNA polimerasa I 
y la ligasa de DNA. Estos segmentos de DNA se denominan fragmentos de Okazaki, en 
honor a Reiji Okazaki, el investigador japonés que los descubrió. Cada uno de estos 
fragmentos se inicia con la síntesis de un cebador de RNA por la primasa, por lo que el 
extremo 5” de los fragmentos de Okazaki siempre contiene bases de RNA; este primer es 
degradado por la actividad de exonucleasa 5”—> 3” de la DNA polimerasa I y remplazado 
por la actividad de síntesis 5”>3” de la misma enzima. Para terminar de unir los 
fragmentos de Okazaki, la ligasa de DNA restablece el enlace fosfodiéster, cerrando con 
ello la “ranura” que separa a dos fragmentos contiguos, y dándole continuidad a la 
cadena rezagada (figuras 29-10 y 29-11). La acción concertada de la DNA polimerasa I y de 
la ligasa de DNA es de vital importancia para E. coli, pues es indispensable para la 
reunión de los fragmentos de Okazaki. Además, tiene un cometido central en diversos 
sistemas de reparación del DNA dañado, como se discutirá más adelante. 
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Figura 29-9. El replisoma se ensambla en la horquilla de duplicación. Para que la holoenzima de la DNA 
polimerasa III pueda duplicar ambas cadenas en la horquilla de duplicación, deben estar presentes muchas otras 
proteínas a las que en conjunto se conoce también como replisoma. Este conjunto incluye al primosoma (helicasa 
más primasa), que abre el camino y sintetiza los cebadores de los fragmentos de Okazaki; a la topoisomerasa I 
que desenreda el DNA situado por adelante de la horquilla, el cual se retuerce debido a la separación de la doble 
hélice; las proteínas ssb mantienen extendido el DNA de cadena sencilla que genera la helicasa; por último la DNA 
polimerasa I y la ligasa de DNA, cuyas acciones coordinadas eliminan los cebadores de los fragmentos de 
Okazaki, rellenan los huecos y pegan entre sí a estos fragmentos para dar continuidad a la cadena rezagada. En 
esta figura sólo se ilustra una de las horquillas de la burbuja de duplicación. Un replisoma semejante se ensambla 
en la otra horquilla, causando la bidireccionalidad de la duplicación. 
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Figura 29-10. Diferencias en la duplicación de las cadenas de DNA. La cadena líder es sintetizada de forma 
continua, mientras que la rezagada es sintetizada de forma discontinua por la adición de los fragmentos de 
Okazaki. Cada uno de estos fragmentos contiene un RNA cebador alargado por una cadena de DNA. Para 

finalizar la duplicación, las cadenas de RNA son eliminadas y las ranuras entre los diferentes fragmentos unidas 
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por una ligasa. De este modo se garantiza que, al final, las dos cadenas están formadas únicamente por DNA. 
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Figura 29-11. La reacción de la ligasa de DNA. Las ligasas de DNA restituyen el enlace fosfodiéster de dos 
cadenas de DNA adyacentes. Para ello es necesario que el extremo 5” de una de las cadenas esté fosforilada y que 
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la otra tenga un OH libre en la posición 3”. La enzima bacteriana usa NAD* en vez de AT P, para generar un 
intermediario ligasa-AMP, a partir del cual el AMP se pega al fosfato 5”, creando un intermediario que es atacado 
por el OH 3” de la cadena adyacente, con lo que se restituye el enlace fosfodiéster y se libera AMP. 
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La actividad de exonucleasa 3?—>5” de la DNA 
polimerasa I incrementa la fidelidad de la duplicación 


La actividad de exonucleasa 3”—>5” de la DNA polimerasa I de £. coli en particular y de 
todas las polimerasas en general tiene un cometido fundamental en la fidelidad con que se 
copia la cadena molde. 


© 
© La fidelidad de síntesis de una polimerasa carente de la actividad de exonucleasa 3°—5°, medida 
por el número de nucleótidos incorporados que no corresponden a la secuencia complementaria al 


molde, es de un nucleótido erróneo por cada 100 000 nucleótidos polimerizados (10%), una fidelidad ya 
de por sí muy buena. 


No obstante, una polimerasa intacta tiene mayor fidelidad de copiado, pues comete en 


promedio cinco errores por cada 10 000 000 de nucleótidos (5 x 10”). Cuando la 
polimerasa detecta que el apareamiento entre la base recién añadida al extremo 3” del 
cebador y la cadena molde no es la correcta, la exonucleasa 3”—5” elimina la base recién 
añadida, dándole a la polimerasa una nueva oportunidad para añadir la base correcta 
(figura 29-12). Este mecanismo de vigilancia molecular entra en operación cada vez que un 
nucleótido se incluye en el polímero en crecimiento y contribuye a la prodigiosa precisión 
de copiado de la polimerasa. Por ello, a la actividad de exonucleasa 3”—5” se le conoce 
también como “lectura de pruebas” o “corrección de pruebas” (por su nombre en inglés 
proof-reading). Las polimerasas que carecen de exonucleasa 3”—>5” son más susceptibles 
a introducir errores durante la síntesis del DNA. En general, existe una diferencia de dos 
o tres órdenes de magnitud entre las fidelidades de las polimerasas con y sin actividad de 
exonucleasa 3”>5”. Parte de la gran mutabilidad que tiene el genoma de los retrovirus, 
como el VIH causal del SIDA, se debe a que su transcriptasa inversa, la DNA polimerasa 
dependiente de RNA con que copia su genoma, carece de actividad de exonucleasa 
395”, 
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Figura 29-12. La exonucleasa 3?—5” de la DNA polimerasa I verifica su fidelidad de síntesis. Si el nucleótido 
incorporado no se aparea de acuerdo a las reglas de Watson-Crick, la exonucleasa 3°—5’ lo elimina, con lo cual la 
polimerasa tiene una segunda oportunidad para incorporar el nucleótido correcto. Aunque éste es un eficiente 
sistema de corrección de errores en la síntesis del DNA, aún no es suficiente para disminuirlos a un grado en que 
la sobrevivencia bacteriana no esté comprometida. Para ello son indispensables los sistemas de reparación del 
DNA. 
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La topoisomerasa II desengancha los cromosomas 
bacterianos duplicados 


Durante la duplicación del cromosoma bacteriano ocurren alteraciones en la topología del 
DNA. Una de ellas es el superenrollamiento positivo debido a la apertura de la doble 
hélice, causada por la helicasa en la horquilla de duplicación durante la polimerización; la 
otra es la concatenación de los cromosomas recién duplicados al finalizar la duplicación 
(figura 29-13). Ambas alteraciones son aliviadas por la acción de la topoisomerasa tipo II, 
también llamada girasa del DNA. Esta enzima corta ambas cadenas de un DNA 
manteniendo fijos los extremos cortados y mueve, a través de éstos, un segmento del 
DNA. Después de este pase, las cadenas del DNA se vuelven a pegar. El efecto neto de 
esta elaborada reacción es la separación o desconcatenación de los cromosomas recién 
duplicados. Dicha separación es indispensable para que cada una de las células hijas 
reciba uno de los cromosomas duplicados. Los organismos eucarióticos también poseen 
topoisomerasas con función semejante durante la duplicación de sus genomas. 
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Figura 29-13. La topoisomerasa II relaja y desengancha al cromosoma bacteriano durante la duplicación. A) El 
movimiento del replisoma genera un superenrollamiento positivo de la doble hélice del DNA situado al frente de la 
horquilla de duplicación. B) Esta alteración topológica del DNA se remedia o relaja por la topoisomerasa II, 
también llamada girasa del DNA, permitiendo con ello la duplicación completa del cromosoma. Para desenredar la 
“madeja” de DNA creada frente a la horquilla, la girasa rompe temporalmente la doble hélice y hace pasar por esta 
abertura otra sección del DNA, liberando con ello parte de la torsión. El efecto neto de la reacción de la girasa es 
introducir superenrollamiento negativo que compensa al positivo creado por la helicasa. C) Una acción más de la 
topoisomerasa II es la de desenganchar a los cromosomas al final de la duplicación. 
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Duplicación del DNA en eucariotas 


Aunque la maquinaria responsable de la duplicación de los cromosomas eucarióticos no 
se conoce tan bien como en los procariotas, se sabe que, a pesar de ciertas diferencias, 
en ambos tipos de organismos la duplicación ocurre bajo los mismos principios 
enzimáticos generales. En el cromosoma eucariótico existen múltiples replicones; es decir, 
la duplicación se inicia en múltiples sitios, a partir de los cuales se activan horquillas de 
duplicación bidireccionales, con sus respectivas cadenas líder y rezagada. Por ejemplo, se 
calcula que en las células de ratón existen cerca de 25 000 replicones, cuyos sitios de 
origen están separados entre sí por unos 150 000 pb. Otra diferencia notable es que en 
procariotas como £. coli, una sola polimerasa sintetiza ambas cadenas, mientras que en 
los eucariotes la cadena líder es sintetizada por la polimerasa ò y la cadena rezagada lo es 
por la polimerasa a. Estas polimerasas se desplazan juntas en la horquilla de duplicación 
a velocidades mucho menores que la DNA polimerasa I de E. coli. En diversos 
eucariotas la velocidad es de 500 a 3 500 pb por minuto, o sea entre una y dos órdenes 
de magnitud más lenta que en £. coli. 
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La integridad de los cromosomas eucarióticos depende 
de la telomerasa 


El hecho de que los cromosomas eucarióticos sean DNA lineales y no circulares, como 
los cromosomas bacterianos, conlleva el riesgo de que la duplicación de sus genomas 
quede incompleta. Al llegar la horquilla de duplicación al extremo de un cromosoma 
lineal, el replisoma se desensambla sin haber sintetizado la última porción de la cadena 
rezagada. Si el faltante de esta cadena no es repuesto, con cada ronda de duplicación el 
cromosoma pierde porciones que al final podrían contener secuencias indispensables para 
la viabilidad celular. La telomerasa es la enzima que al extender los extremos 3” de los 
telómeros se anticipa a esta pérdida cromosómica (figura 29-14). La telomerasa es una 
DNA polimerasa dependiente de RNA, en la cual el molde o plantilla de copiado es un 
pequeño segmento de RNA que tiene la peculiaridad de residir en la enzima. Los moldes 
de las telomerasas poseen secuencias particulares que están en el sitio activo de la enzima 
y cuyas copias complementarias se añaden en forma repetitiva en el OH libre del extremo 
3” del DNA del telómero. Estos moldes tienen secuencias específicas, de ahí que los 
extremos teloméricos siempre tengan secuencias características de la especie; por 
ejemplo, en el ser humano el telómero consiste en la secuencia (5”TTAGGG3>»n repetida 
en promedio 2 000 veces (n = 2 000). La adición de estas extensiones en el extremo 
telomérico ocurre antes de la duplicación, lo cual hace que las secuencias perdidas por la 
síntesis incompleta de la cadena rezagada sólo sean teloméricas. Serán restituidas antes 
de la siguiente ronda de duplicación (figura 29-14). En general, las células que están 
proliferando de manera activa, como las embrionarias, las germinales (productoras de los 
gametos) y un gran número de células tumorales, contienen telomerasa, mientras que las 
células somáticas que no están en proliferación, no la tienen. Esto ha llevado a sugerir 
que un requisito para la exitosa propagación de un tumor es la activación de la enzima 
telomerasa, lo cual permite a las células tumorales dividirse de manera indefinida sin 
sufrir acortamientos mortales de sus cromosomas. 
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Apareamiento del externo telomérico 
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Figura 29-14. La telomerasa preserva los extremos teloméricos. A) Debido a que son moléculas de DNA lineal, 
los cromosomas eucarióticos perderían parte de sus extremos teloméricos con cada ronda de duplicación. B) La 
célula anticipa y evita esta pérdida gracias a la telomerasa, que extiende el extremo 3” del telómero antes de la 
duplicación. La telomerasa es una polimerasa de DNA dependiente de RNA, que trae a su propio molde de 
copiado en el sitio catalítico. Este molde se usa en múltiples ocasiones, pues después de cada ronda de 
polimerización, el extremo 3” del telómero se reubica sobre el molde (traslocación), para ser extendido una vez 
más. Estos ciclos de polimerización/traslocación se repiten varias veces, generando las largas y repetidas 
secuencias que caracterizan a los telómeros. 
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Mutaciones y agentes mutagénicos 


© La información almacenada en el DNA, en forma de secuencias nucleotídicas, puede sufrir 
alteraciones llamadas mutaciones. Estos cambios de secuencia pueden ser sustituciones de una base por 
otra, eliminación (deleción), o inserción de una base o segmento de bases. La eliminación y la inserción 
se distinguen de las sustituciones de base por la adición o pérdida neta de una o más bases en la 
secuencia original del DNA. Cuando las sustituciones son de una purina por otra purina o de una 
pirimidina por otra pirimidina, se les llama transiciones, mientras que se denominan transversiones 
cuando una purina sustituye a una pirimidina o viceversa. Las mutaciones pueden tener o no 
repercusiones fenotípicas, dependiendo de si afectan la secuencia de un gen o de sus regiones 
reguladoras. La aparición de mutaciones puede ser un proceso espontáneo o inducido por algún agente 
químico o fisico. En muchos casos, las células detectan las mutaciones y son capaces de revertirlas; sin 
embargo, si esto no se logra, la mutación persistirá en el genoma de los descendientes de la célula 
mutante inicial. 


La correcta complementariedad del DNA depende de los puentes de hidrógeno que 
establecen los pares de bases G = C y A= T. Los grupos involucrados en estos puentes 
de hidrógeno pueden sufrir alteraciones que afectan su capacidad de formar los 
apareamientos normales, dando lugar a apareamientos “incorrectos” o “ilegítimos”, de los 
cuales se pueden derivar mutaciones en el DNA. Si estos apareamientos ilegítimos 
ocurren en el momento de la duplicación del DNA, serán copiados en la cadena recién 
sintetizada y, si no son corregidos, las rondas subsecuentes de duplicación los harán 
permanentes en el DNA y causarán cambios o mutaciones de las secuencias genotípicas 
originales (figura 29-15). De manera semejante, ciertos análogos químicos de las bases 
nitrogenadas pueden causar mutaciones por el mecanismo de apareamientos ilegítimos. 
Por ejemplo, la S5-bromouridina (BrU) es un análogo de la timina que durante la 
duplicación puede incorporarse en vez de la timina, creando un par A = BrU. La 
presencia del átomo de bromo en el lugar que correspondería al grupo metilo de la timina 
propicia apareamientos ilegítimos BrU = G con más alta frecuencia que los T = G. Los 
agentes alquilantes, como la mostaza nitrogenada y el dimetilsulfato, pueden causar 
sustituciones de base del tipo de las transversiones. Estos agentes reaccionan con el 
nitrógeno de la posición 7 de las purinas, ocasionando su eliminación del DNA. El hueco 
dejado por la despurinización permite la introducción al azar de cualquier base durante la 
duplicación. Además de las transversiones, los agentes alquilantes también causan 
transiciones de base. Por ejemplo, la guanina puede ser metilada a O-6-metilguanina, la 
cual se aparea con timina en vez de citosina, lo que al final provoca una transición G —> 
A. Es importante señalar que la pérdida de purinas o despurinización del DNA también 
ocurre de manera espontánea. Cada célula del cuerpo humano pierde de esta manera 
miles de purinas cada día. La pérdida de bases nitrogenadas del DNA deja sitios 
desocupados o libres en la estructura de fosfato-desoxirribosa del DNA, llamados sitios 
AP (apurinicos y/o apirimidínicos). El hecho de que los sitios AP rara vez lleguen a 
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causar mutaciones con manifestación fenotípica habla de manera elocuente de los 
sistemas de reparación del DNA. 
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Figura 29-15. La modificación química de las bases puede ocasionar mutaciones. A) Un mecanismo más es la 
desaminación de ciertas bases, como el caso ilustrado aquí, en que la forma desaminada de la adenina, la 
hipoxantina, se aparea preferentemente con la citosina. B) Otro mecanismo es la presencia de “análogos de 
bases”, es decir, bases muy parecidas a las normales que son incorporadas durante la duplicación, como es el 
caso del 5-bromouracilo que es tomado en lugar de la timina. 


Otros agentes mutagénicos, como el anaranjado de acridina y la proflavina, causan 
inserciones o pérdidas de base. Estos agentes se asemejan a las bases nitrogenadas por 
ser moléculas heterocíclicas planas. Debido a ello se intercalan entre las bases del DNA y 
causan distorsiones que durante la duplicación del DNA propician la inclusión anómala de 
bases en forma independiente al molde copiado. 
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Reparación del DNA dañado 


Además de los agentes mutagénicos descritos, el DNA genómico está expuesto a 
múltiples agentes físicos que también dañan su estructura. Un ejemplo bien conocido es 
la radiación ultravioleta (UV), la cual, dependiendo de la intensidad de exposición, puede 
causar desde la simple dimerización de pirimidinas contiguas en el DNA, hasta grandes 
pérdidas cromosómicas. Otros tipos de daño al DNA se ilustran en la figura 29-16. Debido 
a que estas alteraciones del DNA atentan contra su función como repositorio de la 
información genética, no es sorprendente que la evolución haya dotado a los organismos 
de mecanismos eficientes para repararlos. Aunque en Æ. coli se han estudiado de manera 
extensa los mecanismos de reparación del DNA, éstos existen en todos los organismos y 
se clasifican en reparación directa, en los que sólo se revierte la reacción que ocasionó el 
daño, y en reparación por escisión, en los que las bases o nucleótidos dañados son 
eliminados y resintetizados. Son ejemplos de reparación directa la fotorreactivación que 
repara los dímeros de timina producidos por la radiación UV y la eliminación de los 
grupos metilo introducidos por agentes alquilantes en la guanina (O-6- metilguanina). La 
reparación por escisión del DNA (figura 29-17), consiste de tres pasos consecutivos: a) la 
identificación del DNA dañado, b) la eliminación de la parte dañada, ya sea la sola base 
nitrogenada afectada o el grupo de nucleótidos en donde se localice el daño, y c) la 
restitución del DNA escindido. Esta restitución la realizan una DNA polimerasa (la DNA 
polimerasa I en el caso de E. coli) y una DNA ligasa, y se usa la cadena intacta del DNA 
como molde de copiado. 
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Figura 29-16. Daños en el DNA que alteran su estructura. Ciertos daños del DNA, provocados por diversos 
agentes, ocasionan distorsiones de la doble hélice que son reconocidas y activan a los sistemas de reparación. 
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Figura 29-17. Reparación de bases mal apareadas por escisión de nucleótidos. El sistema de reparación de Æ. 
coli en el que participan las proteinas MutS, L y H identifica bases que fueron mal apareadas durante la 
duplicación y las corrige mediante la escisión de nucleótidos de la cadena no metilada. Este sistema reconoce a la 
cadena metilada (CH3) como la materna y en consecuencia como la correcta, de ahí que sea usada para 


| MutS, MutL, helicasa, 
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resintetizar la cadena escindida. 


Ejemplos de este tipo de reparación son la eliminación de los uracilos en el DNA (figura 
29-18) y de los dímeros de timina (figura 29-19), así como la eliminación de nucleótidos 
apareados de forma incorrecta durante la duplicación y que no fueron detectados y 
corregidos por la actividad correctora de la exonucleasa 3” —>5” de las DNA polimerasas. 
Estos hallazgos han demostrado la gran relevancia de los mecanismos de reparación del 
DNA y sugieren que cuando son defectuosos, la célula acumula alteraciones en el 
genoma que terminan por afectar genes involucrados en el control de la proliferación 
celular, manifestándose con la aparición de neoplasias. 


1034 
booksmedicos.org 


DNA con un uracilo resultado de la 
desaminación de una citosina 


Glicosidasa 
Sitio AP 


Endonucleasa AP 
+ 
desoxirribo fosfodiesterasa 


DNA polimerasa | 


+ 
DNA ligasa 


Figura 29-18. Daños en el DNA que alteran su estructura. Ciertos daños del DNA, provocados por diversos 
agentes, ocasionan distorsiones de la doble hélice que son reconocidas y activan a los sistemas de reparación. 
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Figura 29-19. Reparación de dímeros de timina por la uvr escinucleasa. Las proteínas uvr A, B y C forman un 

complejo enzimático en el sitio distorsionado por un dimero de timina que corta un oligonucleótido de 12 o 13 

residuos, que incluyen al dímero. Finalmente la DNA polimerasa I reemplaza las bases cortadas y la cadena del 
DNA es unida por la ligasa. 
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p53 y reparación genómica en eucariotas 


En las células eucarióticas, el daño al DNA genómico, en especial el causado por pérdidas 
debidas a radiaciones y y UV o a recombinación cromosómica incompleta, desencadena 
la activación y acumulación de un factor transcripcional llamado p53. Este factor es una 
proteína nuclear de unos 53 kDa, que se une a las secuencias reguladoras de la 
transcripción de ciertos genes. En condiciones de estrés celular, p53 activa respuestas 
celulares que conducen ya sea a la interrupción del ciclo celular en la transición de la fase 
Gl a la fase S, permitiendo la reparación del DNA dañado, o a la muerte celular 
programada o apoptosis. El factor p53 interrumpe el ciclo celular al aumentar la 
transcripción de moléculas inhibidoras del mecanismo de regulación del ciclo celular. 
Otros genes, cuyas proteínas están involucradas de manera directa en la reparación del 
DNA, también son activados por p53, con lo cual esta interrupción del ciclo celular da 
tiempo a la célula para reparar el daño genómico antes de iniciar su duplicación. Por esta 
función es que, en ocasiones, a p53 se le llama el “guardián del genoma”. El efecto 
apoptósico de p53 es importante para su función como proteína supresora de tumores, 
ya que cuando el DNA celular ha sufrido un daño demasiado extenso o cuando la célula 
ya tiene antes activados algunos oncogenes, la inducción de apoptosis suele ser el efecto 
de p53. De esta manera, la célula dañada se autoelimina antes de convertirse en un tumor 
maligno. 
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Clonación de genes y tecnología del DNA recombinante 
6) 

© La tecnología del DNA recombinante ha permitido el análisis de los genes y de sus actividades a 
nivel de secuencia nucleotídica, así como su manipulación para obtener nuevos productos 
biotecnológicos, que han revolucionado las industrias farmacéutica, química y de los alimentos, entre 
otras. Un gran número de las herramientas que han permitido el desarrollo de esta tecnología ha sido 
producto del estudio de la maquinaria enzimática responsable de la duplicación del DNA. Por ejemplo, 
la posibilidad de cortar de manera específica moléculas de DNA de distintas fuentes para después 
pegarlas entre sí, creando moléculas híbridas o recombinantes, cuyas secuencias nucleotídicas puedan 


ser luego descifradas y utilizadas, se debe, respectivamente, al uso de las enzimas de restricción, las 
ligasas de DNA y las polimerasas de DNA. 


Un paso indispensable para el estudio de genes específicos es su separación de los 
otros muchos que componen el genoma, objetivo que no se puede lograr con las técnicas 
bioquímicas ordinarias de purificación. Por ello, la separación y purificación de genes se 
logra mediante la clonación molecular. La clonación es el establecimiento de clonas 
bacterianas, es decir, líneas o estirpes celulares puras en las cuales todos los miembros 
son de forma genética idénticos por el hecho de descender de un solo ancestro común. 
Las colonias bacterianas son ejemplos de clonas que los microbiólogos aíslan mediante la 
dilución y resembrado de mezclas bacterianas (figura 29-20). Para clonar un gen, es 
necesario ligar el fragmento de DNA que lo contiene con un vector de clonación, es decir, 
un DNA que funciona como replicón y que puede multiplicarse en un organismo 
hospedador adecuado y de este modo, el gen, éste puede amplificarse hasta obtener 
cantidades significativas de éste. Este vector de clonación con el fragmento de DNA de 
interés ligado a él, se convierte en un vector recombinante, porque contiene de manera 
simultánea el DNA de dos organismos diferentes. Los plásmidos son un tipo de vectores 
de clonación en bacterias, que consisten de un DNA circular, con un sitio de origen de 
duplicación y un “marcador seleccionable”. Este marcador puede ser, por ejemplo, un 
gen que confiera resistencia a antibióticos a las bacterias transformadas, es decir, a las 
bacterias que hayan adquirido el plásmido. Con este nuevo rasgo fenotípico, las bacterias 
se pueden diluir y resembrar en medios de cultivo que tengan el antibiótico en cuestión, 
con lo cual se obtienen clonas independientes. Si el DNA insertado o ligado en cada 
plásmido contiene una secuencia distinta, cada colonia generada con la transformación 
será una clona molecular de genes (o fragmentos de genes) independientes (figura 29-21). 
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Figura 29-20. La clonación de cepas o clonas bacterianas se hace por dilución. Si un cultivo bacteriano se diluye 
suficientemente, se llegan a tener concentraciones celulares que permiten sembrar bacterias individualmente en 
una caja de Petri. Una sola bacteria puede dividirse hasta producir una colonia de bacterias, todas ellas idénticas 

entre sí y derivadas de la original. Se dice que esta colonia es una población clonal de la bacteria original. 
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Figura 29-21. Los vectores de clonación permiten establecer clonas moleculares. El DNA de un organismo puede 
purificarse de los otros componentes celulares (pasos 1 y 2), pero un gen en particular sólo puede purificarse por 
medio de la clonación molecular. Para ello es necesario cortar el DNA con endonucleasas de restricción para 
generar una colección de fragmentos, los cuales se ligan al vector de clonación (pasos 3, 4, 5). Cada plásmido 
que se haya ligado a un fragmento de DNA se denomina recombinante y el conjunto de todos ellos forma una 
biblioteca que puede propagarse en un hospedero en donde el vector recombinante pueda duplicarse. El conjunto 
de plásmidos de la biblioteca se transfiere a las bacterias para su propagación (paso 6). Los vectores de clonación 
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deben tener cuando menos una característica que le confiera alguna ventaja selectiva al hospedero. La mayoría de 
los plásmidos tienen genes que hacen que las bacterias transformadas adquieran resistencia a los antibióticos, 


amplicilina en este ejemplo (Amp”). Esta característica selectiva permite que las bacterias que contienen el 
plásmido puedan crecer y establecer colonias/clonas en un medio de cultivo que tenga el antibiótico (paso 7). 
Idealmente, se espera que esta colección de colonias o clonas contenga todas y cada una de las posibles 
secuencias del DNA original, de manera que en búsquedas subsecuentes el gen de interés pueda ser identificado. 
Una de las maneras más usadas para identificar genes específicos es la hibridación con sondas de DNA diseñadas 
a partir de secuencias aminoacídicas de la proteína que se desea estudiar. 


Los plásmidos, por ser de menor tamaño que el cromosoma bacteriano, pueden 
separarse de este último por medios físicos, con lo cual se obtienen copias puras y 
enriquecidas del gen clonado en ellos. Además de los plásmidos, se han diseñado otros 
vectores que permiten la clonación de fragmentos de DNA de gran tamaño, situación que 
es deseable cuando se intenta obtener una colección de clonas que representen genomas 
completos. De manera ideal, en estas colecciones, mejor conocidas como genotecas o 
bibliotecas genómicas, cada una de las secuencias nucleotídicas que componen el genoma 
debería estar presente en al menos una de las clonas que forman la biblioteca. Con estas 
genotecas es posible identificar y secuenciar todos los genes que constituyen un genoma, 
objetivos contemplados en proyectos como el del genoma humano. Ejemplos de estos 
vectores de clonación son el bacteriófago A (virus que infecta bacterias) y los 
cromosomas artificiales de la levadura o YAC (por sus siglas en inglés: yeast artificial 
chromosome), en los cuales pueden clonarse fragmentos de DNA de 20 kpb y de hasta 
millones de bases, respectivamente. No obstante su diversidad, un común denominador 
de todos los vectores de clonación es el ser replicones. En el caso del bacteriófago, el 
DNA por clonar se liga en el genoma del virus y en el caso de los YAC, se liga con un 
segmento del DNA de la levadura que contenga como mínimo un sitio de origen de 
duplicación, un centrómero (necesario para la segregación mitótica del cromosoma 
artificial) y un telómero. 

Este gen clonado se puede emplear para introducirse en otro organismo semejante o 
diferente y crear con esto un organismo transgénico, que tiene DNA foráneo que puede 
expresarse dentro de él. 
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Secuenciación del DNA 


El DNA clonado en los plásmidos puede utilizarse para otros fines, como el de 
determinar su secuencia nucleotídica. El método más usado en la actualidad para 
secuenciar DNA es el de Sanger, también llamado de “terminación de la cadena”. Este 
ingenioso método consiste en alterar, “sobre la marcha”, el sustrato de una DNA 
polimerasa dependiente de DNA para que termine de manera prematura la 
polimerización. Al DNA por secuenciar se le aparea un cebador, el cual es elongado por 
la polimerasa en presencia de uno de los cuatro posibles didesoxinucleótidos (ddNTP); 
éste, al ser incorporado, termina de manera prematura la elongación, pues al faltarle el 
grupo OH en la posición 3”, impide la adición de más nucleótidos (figura 29-22). De esta 
manera, la elongación de la cadena termina justo en la base complementaria al ddNTP 
incorporado. El número de nucleótidos (tamaño) que el cebador original haya aumentado 
es determinado por la posición precisa de la base complementaria al ddNTP que terminó 
la elongación. Esta reacción de elongación se hace con cada uno de los ddNTP, de tal 
forma que cada reacción contendrá fragmentos (producidos por la elongación 
interrumpida del cebador) cuyos tamaños únicos indicarán la posición de un nucleótido 
específico en la secuencia del molde. El tamaño de esos fragmentos puede determinarse 
s1 el cebador o los nucleótidos usados tenían una marca radiactiva, con lo cual al 
separarse en un gel de poliacrilamida podrán revelarse por medio de autorradiografía. La 
migración relativa de las bandas, visibles en una película fotográfica, permite determinar 
la secuencia del DNA que sirvió como molde para la polimerización. 
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Figura 29-22. Método de Sanger para la secuenciación de los ácidos nucleicos. Este método se basa en la 
terminación prematura de la reacción de la DNA polimerasa, debido a la incorporación de un 
didesoxirribonucleótido (ddNTP). Un cebador marcado radiactivamente se aparea con una secuencia vecina a la 
que se quiera secuenciar. La mezcla de DNA, cebador radiactivo apareado, los dNTP y los otros sustratos de la 
polimerasa se divide en cuatro tubos, cada uno con un ddNTP distinto. La reacción de polimerización se inicia al 
añadir la polimerasa. En la mezcla final de reacción, la proporción de dNTP y ddNTP causa la terminación de la 
sintesis del DNA, es decir, detiene la elongación del cebador radiactivo en todos los posibles sitios 
complementarios a cada uno de los ddNTP. Esto genera una serie de productos de elongación del cebador cuyo 
tamaño preciso, determinado por electroforesis y autorradiografía, revela los sitios de la secuencia ocupados por 
cada uno de los cuatro nucleótidos. 
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Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 


La amplificación específica de fragmentos de DNA es posible gracias a la reacción en 
cadena de la polimerasa, mejor conocida como PCR (por sus siglas en inglés, 
polymerase chain reaction). La especificidad de esta reacción se basa en el requisito de 
las polimerasas de DNA de emplear un cebador apareado a un molde prexistente de DNA 
de cadena sencilla. Si se diseñan dos cebadores, cada uno de ellos complementario a una 
de las cadenas de un DNA, éste puede amplificarse por la acción de la polimerasa (figura 
29-23). Estos cebadores, sintetizados in vitro, son oligonucleótidos de DNA de cadena 
sencilla, cuyas secuencias y tamaños (por lo común entre 20 y 30 bases) se optimizan 
para un apareamiento específico con el DNA que se intenta amplificar. En la PCR, la 
amplificación se lleva a cabo con los pasos descritos a continuación: 
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DNA inicial que se va a amplificar 


| Calentar a 94°C para separar las cadenas (desnaturalización) 


—— e TA e 

C|A|T|TIC|CI|G|T|C C|G|T|A|T|AJA|G|C 
a leletolale! | | | | | | | | | | | | lalc cia! 

3 5 


| Aparear los cebadores a una temperatura óptima 


PERETE, 
ClAlTITICICIGITIC C|G|T|A|T|AJA|G|C 
G|C|AIT[A|TIÍTICIG 
Cebador 2 3 5 
C|A|T|TICICIG|T|C 


Cebador 1 


/a polimerasa extiende los cebadores 
copiando al molde en donde se aparearon 


La primera ronda o ciclo de PCR crea dos copias nuevas del DNA inicial 


AAA 


En la segunda ronda de PCR se crearon otras dos copias 


A Eo 


A AA AA AAA 


En la tercera ronda se vuelven a duplicar las copias del DNA creado en el ciclo previo 


IA A A 


A A A A A A, A EAT 


etc. 


Figura 29-23. La PCR permite amplificar regiones específicas de un DNA. Se deben diseñar dos oligonucleótidos 
complementarios que flanquean la región del DNA que se va a amplificar, los cuales sirven como cebadores para 
la reacción de la DNA polimerasa. Los extremos 5” de estos oligonucleótidos definen los límites del fragmento de 

DNA que se amplifica. Como primer paso, el DNA se desnaturaliza por calentamiento (94 *C), al bajar la 
temperatura, los cebadores se aparean con sus secuencias complementarias. La polimerasa extiende o elonga 
estos cebadores, sintetizando dos nuevas moléculas de DNA de doble cadena que, cuando menos, contienen las 
secuencias por amplificar. Una segunda ronda de desnaturalización, apareamiento de los cebadores y sintesis por 
la polimerasa duplica el número de moléculas de DNA de doble cadena con las secuencias por amplificar. Cada 
ronda o ciclo subsecuente duplica el DNA, de modo que la amplificación continúa en forma exponencial. Nótese 
que conforme avanza el número de ciclos de amplificación sólo la región delimitada por los cebadores es la que se 
amplifica. Las cadenas del DNA original constituyen una fracción despreciable del DNA amplificado tras 30 
ciclos, mientras que el producto principal de la amplificación tiene el tamaño justo de la región del DNA 
comprendida entre los extremos 5” de los cebadores. 
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1. El DNA por amplificar se mezcla con los oligonucleótidos cebadores, dNTP y Mg?* 
(todos los cuales se añaden en concentraciones mucho mayores que el DNA). 

2. La mezcla se calienta hasta 94 *C para desnaturalizar el DNA. 

3. Al disminuir la temperatura de la mezcla, los cebadores se aparean con las cadenas 
separadas del DNA. Al llegar a la temperatura de apareamiento óptima, los cebadores 
se hibridarán de forma exacta en los sitios del DNA cuyas secuencias sean 
complementarias. 

4. La adición de la polimerasa en este punto permite la elongación de los cebadores 
apareados, de lo que resultan dos copias del DNA original. Estas copias, aunque 
parciales, incluyen las secuencias de apareamiento de los cebadores, por lo cual es 
posible repetir los pasos 2 a 4, generando con cada repetición una mayor cantidad del 
mismo DNA. 


La repetición de este procedimiento permite la síntesis exponencial de las secuencias del 
DNA original localizadas con exactitud entre los extremos 5” de los cebadores. El uso de 
polimerasas de DNA resistentes a la desnaturalización térmica (o termoestable), obtenidas 
de organismos termofílicos, ha permitido la automatización de este procedimiento, pues 
no es necesario añadir polimerasa en cada paso de polimerización. La posibilidad de 
amplificar de manera específica fragmentos de DNA ha permitido el desarrollo de nuevos 
procedimientos diagnósticos y forenses. Se pueden mencionar, ente otros, la detección de 
ciertas mutaciones puntuales asociadas a enfermedades hereditarias o la identificación de 
restos humanos por comparación de muestras de DNA de distintos individuos. 


e Preguntas de reforzamiento 


1 El (los) investigador(es) que establecieron que la duplicación del DNA es semiconservativa fueron: 


a) Watson y Crick 
b) Sanger 

C) Messelson y Stahl 
dl) Okazaki 


2 La duplicación de DNA da inicio en 


A) el extremo 5” 
b) el extremo 3” 
C) en un sitio al azar 


d) en el sitio ori 


3 La enzima que se encarga de desenrollar la doble hélice a medida que avanza la duplicación del DNA es: 
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a) la DNA polimerasa NI 
b) la primasa 

C) la helicasa 

d) la DNA polimerasa I 


Á Los fragmentos de Okazaki se presentan en: 


A) la cadena líder 
b) la cadena rezagada 
C) ambas cadenas 
d) el cebador de RNA 


5 A esta proteína se le considera “el guardián del genoma”: 


a) DNA polimerasa IIT 
b) telomerasa 


C) topoisomerasa 


d) p53 


6 Un tipo de vector de clonación es: 


a) una bacteria 
b) un plásmido 
C) una levadura 


d) una célula eucarionte 


Respuestas: 1. c, 2. d, 3. c, 4. b, 5. d, 6. b. 
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Capítulo 30 
oo Transcripción de 
e? ” los genes 


Fernando López Casillas, Nimbe Torres y Torres, Armando Roberto Tovar Palacio 


e Regiones promotoras y reguladoras de la transcripción 


e RNA polimerasa y promotores de E. coli 

e Inicio de la transcripción bacteriana 

e La cadena codificadora y el transcrito son correspondientes 

e Los promotores no discriminan el gen cuya transcrip ción promueven 

e Elongación de la transcripción bacteriana 

e Terminación de la transcrip ción bacteriana 

e Elementos reguladores cis y factores que actúan en trans 

e Los eucariotas poseen tres distintas RNA polimerasas 

e Promotores de la RNA polimerasa II 

e Aparato general de la transcrip ción eucariótica 

e El inicio de la transcripción por la RNA polimerasa H requiere de los TFH 

e Elongación y terminación de la transcripción por la RNA polimerasa H 

e Procesamiento de los RNA mensajeros en los eucariotas 

e Adición del casquete al precursor del RNA mensajero 

e Poliadenilación del RNA mensajero 

e Splicing o emp alme del RNA mensajero 

e La reacción del emp alme ocurre en los esp liceosomas 

e Autoemp alme y RNA con actividades catalíticas 

e Empalme alternativo como una fuente de variabilidad y regulación en la expresión génica 
e Permuta de bases del RNA mensajero 

e Nucléolo, RNA polimerasa I y síntesis de los RNA ribosómicos y del ribosoma 
e La RNA polimerasa III y la transcripción de los tRNA, el rRNA 5S y otros RNA 
e Transporte y degradación del RNA 

e microRNA y su procesamiento 

e Las bibliotecas de cDNA son colecciones representativas de los mRNA celulares 


e retrata clave 


Í Las secuencias o regiones promotoras de la transcripción (promotores), siempre operan en cis con respecto al gen que regulan. 


2 Las secuencias potenciadoras (enhancers) incrementan la probabilidad de que la transcripción se inicie a partir de un promotor 
determinado, pero no modifican la tasa de transcripción del gen controlado por dicho promotor. 
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3 El complejo mediador es fundamental para facilitar las interacciones entre las secuencias potenciadoras en cis y el complejo de 
preinicio de la transcripción, incrementando así la probabilidad de inicio de la transcripción. 


4 Para la mayoría de los genes el sitio de terminación de la transcripción ocurre en posiciones diversas y no está especificado como 
un sitio fijo y constante. 


5 El empalme alternativo de un mismo transcrito primario permite generar una mayor diversidad de proteínas a partir de un mismo 
p p p 8 y p p 
gen que codifica para proteína, poniendo en evidencia que la complejidad del transcriptoma es mayor que la del genoma. 


6 La variabilidad en la tasa de degradación de los mRNAs que codifican para diferentes proteínas impide establecer una correlación 
lineal entre la tasa de transcripción de un gen, la abundancia de su mRNA y la síntesis de la proteína correspondiente, por lo cual la 
abundancia de un mRNA en particular no implica necesariamente la abundancia de la proteína correspondiente y viceversa. De la 
misma manera, una elevada tasa de transcripción para un gen en particular no implica necesariamente la abundancia de su mRNA o 
de la proteína correspondiente. 


En los capítulos anteriores se presentó la organización estructural de los ácidos nucleicos 
a la luz de su función como vehículos para el almacenamiento y perpetuación de la 
información genética. En este capítulo se describen los mecanismos por medio de los 
cuales la célula extrae y usa esa información para generar y mantener las estructuras y 
funciones de los seres vivos. El primer paso para el uso de la información genética es la 
transcripción del DNA en moléculas de RNA. Las diversas clases del RNA son 
fundamentales para la traducción de esos mensajes genéticos en polipéptidos, las 
moléculas que son la base estructural y funcional de los organismos biológicos. La 
transcripción de los genes y su traducción son los sucesos bioquímicos que constituyen la 
expresión génica. Es importante contrastar la expresión génica con la duplicación 
genómica, pues difieren de forma sustancial en la naturaleza de sus productos y en sus 
objetivos funcionales. Mientras que la duplicación ocurre una vez por división celular, los 
genes se expresan con una frecuencia particular, según lo demande la fisiología celular. 
De hecho, un rasgo distintivo de las diversas estirpes celulares y tejidos es lo selectivo del 
repertorio de genes que mantienen activos e inactivos. Otra diferencia es que la 
duplicación está optimizada para reproducir, con la mayor fidelidad posible, moléculas 
perennes, los genomas. De ahí la existencia de múltiples sistemas para verificar la síntesis 
del DNA y su reparación. Por el contrario, la expresión génica produce especies 
moleculares efímeras, el RNA y las proteínas. Gracias a esta naturaleza temporal o 
pasajera, los productos de la expresión génica no necesitan ser copias 100% fieles de lo 
inscrito en el genoma, y por lo general requieren de un elaborado “procesamiento” o 
“maduración” antes de ser del todo funcionales. Además, las concentraciones celulares 
de los RNA y las proteínas están en un equilibrio dinámico (steady state), mantenido por 
el nivel de expresión de genes específicos y que es modificado o “regulado” para adaptar 
a la célula a las demandas de las variaciones del entorno, como son: cambios hormonales, 
procesos de diferenciación celular y de desarrollo ontogénico y la respuesta a agentes 
patógenos, entre otras muchas. 

Los distintos puntos de regulación de la expresión génica, así como los mecanismos 
moleculares involucrados, se discutirán con mayor detalle en el capítulo 31. Sin embargo, 
no es necesario llegar hasta ese apartado para que el estudiante se percate de que la 
regulación de la expresión génica es clave en la fisiología celular y tisular. Del éxito o 
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fracaso de la compleja red reguladora de la expresión génica depende mucho la salud o 
enfermedad de la célula y del organismo en su totalidad. 
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Regiones promotoras y reguladoras de la transcripción 


La transcripción del DNA en RNA se realiza por las RNA polimerasas. Al igual que las 
DNA polimerasas, éstas utilizan un molde de cadena sencilla de DNA a partir del cual 
sintetizan, en el sentido 5” — 3”, la copia complementaria del molde. A diferencia de la 
síntesis de DNA por las DNA polimerasas, la polimerización del RNA se inicia sin 
necesidad de un cebador, por lo cual la selección del sitio de inicio es un paso importante 
en la transcripción dictado por secuencias nucleotídicas de DNA. Las RNA polimerasas y 
los factores accesorios de la transcripción son moléculas de naturaleza proteica que 
reconocen estas secuencias como los sitios en donde deben ensamblarse para formar los 
complejos de inicio de la transcripción. La secuencia mínima de nucleótidos suficiente 
para iniciar la transcripción se denomina región promotora, y las otras que influyen de 
manera positiva o negativa en la actividad del promotor se consideran regiones 
reguladoras de la transcripción y se encuentran, en casi todos los casos, en el flanco 5” 
del gen que regulan. Si bien la transcripción en eucariotas y en procariotas difiere en el 
detalle molecular y en el grado de complejidad, ambas operan bajo una misma estrategia. 
El paso inicial, indispensable y por lo general determinante del nivel de transcripción de 
un gen dado, es la unión de la RNA polimerasa al promotor del gen, lo que da lugar a un 
complejo de inicio de la transcripción. Un paso siguiente es la formación de la “burbuja 
de transcripción”, una apertura de las cadenas del DNA en la vecindad del promotor, que 
permite el inicio de la polimerización y luego su continuación, la llamada elongación del 
transcrito primario. Por último, este proceso se detiene por diversos mecanismos de 
terminación de la transcripción. 
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RNA polimerasa y promotores de E. coli 


A diferencia de los organismos eucarióticos que tienen tres distintos tipos de RNA 
polimerasa, E. coli sólo posee una enzima con esta actividad. La RNA polimerasa 
bacteriana está constituida por dos subunidades a, una f y otra P’ y una œ. Estas cinco 
subunidades forman el centro catalítico de la enzima, el cual se une de manera débil al 
DNA y puede iniciar la transcripción en forma azarosa e inespecífica. La RNA 
polimerasa bacteriana también posee una subunidad variable, llamada o, cuya función es 
identificar los promotores de los genes para incrementar y hacer específico el inicio de la 


transcripción. En E. coli existen siete tipos de subunidad o de diferente peso molecular; 


la 0% es la más común (figura 30-1). Otras subunidades o en £. coli son o 38, O 28 O 32 


ge y O 54 Cuando una subunidad a se añade al centro catalítico, la unión de la RNA 
polimerasa al DNA se hace más fuerte; pero, sobre todo, se hace específica para los 
promotores, con lo que se garantiza la correcta y completa transcripción de los genes. 
Para que la transcripción de los genes de E. coli ocurra en forma adecuada, cada uno de 
ellos debe tener un promotor que sea reconocido por alguna de las distintas subunidades 
o. Los factores o se asocian de manera transitoria con la RNA polimerasa, y se separan 
de ésta después de iniciada la transcripción. 


p: 


Figura 30-1. La RNA polimerasa de £. coli. Está compuesta por una subunidad o y un centro catalítico formado 
por dos subunidades a, una P, y una P’ En E. coli se han encontrado cinco distintos tipos de subunidades s, 


todos ellos con la misma función pero con diferente especificidad de promotor. Por ejemplo, la subunidad 570 
llamada así porque su peso molecular es de 70 kilodaltones, es la que se encuentra más comúnmente en la RNA 
polimerasa y es la que transcribe la gran mayoría de los genes bacterianos. En cambio, otra variedad de 


subunidad s, la 032 se especializa en transcribir los genes inducidos cuando la bacteria se somete a un choque 
térmico (heat shock). 


La clonación molecular de un gran número de genes de E. coli ha permitido comparar 
las secuencias de nucleótidos que circundan el sitio de inicio de la transcripción y de esa 
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manera definir los requisitos mínimos para un promotor. En la figura 30-2 se muestra el 
alineado y comparación de varios promotores, usando como referencia el sitio de inicio 
de la transcripción (posición +1). Esta comparación revela que ciertas bases se presentan 
con más frecuencia en ciertas posiciones. Existen dos grupos localizados en las 
posiciones -10 y -35 (es decir, alejadas 10 y 35 nucleótidos, en el sentido 5”, o como se 
dice, “río arriba” del sitio +1), cuyas secuencias (5”-TATAAT-3” y 5”-TTGACA-3”, 
respectivamente) se parecen mucho entre sí, de modo que definen la secuencia consenso 
de los promotores usados por la RNA polimerasa bacteriana. Se ha establecido que la 
RNA polimerasa bacteriana necesita de un tercer elemento de reconocimiento rico en A y 
T que se conoce como elemento promotor río arriba (UP), posicionado entre las bases 
-40 y -60. Se ha observado que cuanto más se parezca una secuencia a la consenso, 
tanto más funcionará ésta como un promotor fuerte. Por el contrario, cuanto más difiera 
de la secuencia consenso, tanto más débil será el promotor, o podrá perder del todo la 
actividad promotora. Además, la respuesta dependerá del espaciamiento entre estas 
secuencias y de su distancia con respecto al sitio de inicio de la transcripción. 


La secuencia consenso ilustrada en la figura 30-2 es la reconocida por la subunidad o”, 
Aunque semejantes, existen diferencias en las secuencias consenso reconocido por otras 
subunidades o. De esta manera, la RNA polimerasa bacteriana puede adquirir, 
dependiendo de su subunidad o, especificidad de unión para transcribir sólo ciertos 
grupos de genes, lo que se ha determinado por análisis de “huella” de DNA (ensayo de 
footprinting). 


A 


tyr TRNA TTCTCAACGTAACACTTTACAGCGGCG.. CCTCATTTGATATGATGC.GCCCCGCTTCCCGATAAGGG 
ren D1 GGATCAAAAAAATACTTGTGCGGGGGG.,TTGGGATCCCTATAATGCGCCTCCGTTGAGACGACAACG 
ren X1 AATGCATTTTTCCGCTTGTCTTCCTGA.. GGCGACTCCCTATAATGCGCCTCCATCGACACGGCGGAT 
ren (DXE), CCOCTGAAATTCAGGGTTGACTCTGAAA.. GGGGAAAGCGTAATATAC . HOCCACCTCGCGACAGTGA GC 
rn El CCTGCAATTTTTCTATTGCGGCCTGCG.. GGGAACTCCOCTATAATGCGCCTCCATCGACACGGCGGAT 
rn At TTTTTAAATTTCCTCTTGTCAGGCCOGG.. AATAACTCCOCTATAATGCGCCACCACTGACACGGAACAA 
rn A2 GGCAAAAATAAATGCTTGACTCT GTAG.. CCGGAAGGCGTATTATGC. ACACCCCGCGCCGCTGAGAA 
YAP TTAACACCGTGCGTGTTGACTATTTTA.CCCCTGGCGGTGATAATGG.. TTGCATGTACTAAGGAGGT 
tPA TTAGCTCTGGCGGTGTTGACATAAATA .CCCCTGGCGGTGATACTGA.. GCACATCAGCAGGACGCAC 
T7 A3 GGTGAAACAAAACGGTTGACAACATGA .AGGAAACACGGTACGATGT . ACCACATGAAACGACAGT GA 
T7 A1 TTATCAAAAAGAGTATTGACTTAAAGT.CTTACCTATAGGATACTTA.CAGCCATCGAGAGGGACACG 
T7 A2 AACGAAAAACAGGTATTGACAACATGAAGTTACATGCAGTAAGATAC.,AAATCGCTAGGTAACACTAG 
fd VIII GGATACAAATCTCCGTTGTACTTTGTT..TTGCGCTTGGTATAATCG.CTGGGGGTCAAAGATGAGTG 


-35 -10 e 


“Rio arriba" no transcrita «——— | ———= "Rio abajo” transcrita 


Región-35 Región-10 
AS  15-17pb_ 
- TTGACAT p 


Primer nucleótido transcrito 


1054 
booksmedicos.org 


Figura 30-2. La secuencia consenso de los promotores de E. coli. A) Las secuencias que preceden al sitio de 
iniciación de la transcripción (posición +1) de varios genes de E. coli se han alineado y comparado. Existen dos 
grupos localizados en la posición -10 y -35, cuyas secuencias se asemejan mucho entre sí y definen una 
secuencia mayoritaria o consenso. B) La secuencia consenso ilustrada es la que reconoce la polimerasa con una 


subunidad 070. Es importante aclarar que el promotor está formado por la doble cadena de DNA y que su 
actividad promotora depende de ambas, aunque aquí se haya ilustrado la secuencia de una sola de ellas. Por 
convención, la cadena que siempre se ilustra y escribe es la llamada cadena codificadora (véase el texto). 
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Inicio de la transcripción bacteriana 


Cuando la RNA polimerasa encuentra un promotor, la interacción entre la subunidad o y 
el promotor hace que la polimerasa se detenga en esa región y forme un complejo de 
inicio cerrado, llamado así porque las cadenas del DNA permanecen pareadas. El 
complejo de inicio se abre cuando la RNA polimerasa desaparea unos 17 pares de bases 
del DNA, con lo que se expone la cadena molde y se forma el primer enlace fosfodiéster 
del RNA transcrito. Este proceso ocurre de manera espontánea con algunas subunidades 
o, mientras que otras requieren proteínas adicionales e hidrólisis de ATP. Por definición, 
el primer nucleótido que es transcrito corresponde a la posición +1 del gen. Todos los 
nucleótidos localizados “río abajo” de la posición +1, es decir, hacia el lado 3”, reciben 
una numeración positiva y son incluidos en el transcrito primario, mientras que todos los 
nucleótidos río arriba de +1, es decir, hacia el lado 5”, reciben una numeración negativa. 
Con frecuencia, el primer nucleótido del RNA transcrito es un ATP o un GTP, con lo 
cual su extremo 5” consiste en un trifosfato de A o G. Después de haberse polimerizado 
unos 10 ribonucleótidos, la subunidad a se separa del centro catalítico, el cual continúa 
polimerizando el transcrito primario, proceso al que también se le denomina elongación 
(figura 30-3). 
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RNA polimerasa unida inespecíficamente al DNA 


Complejo 


canale | Unión específica de la subunidad o al promotor 


Complejo 
abierto 


Liberación de la subunidad o 


Figura 30-3. La iniciación de la transcripción por la RNA polimerasa de E. coli. La subunidad o de la RNA 
polimerasa reconoce los bloques -35 y -10 de la secuencia nucleotídica del promotor, y hace que la polimerasa se 
estacione y se oriente ahí, en un complejo de iniciación “cerrado”. Esta orientación y posicionamiento de la 
polimerasa determina que la transcripción empiece a partir de la posición +1. Para ello, la polimerasa separa las 
cadenas del DNA, formando una “burbuja” de aproximadamente 15 pares de bases alrededor de la base +1 y 
empieza a polimerizar, en la dirección 5” — 3”, los ribonucleótidos complementarios a la cadena no codificadora 
del DNA. Los dos primeros nucleótidos polimerizados corresponden a los complementarios de las posiciones +1 
y +2. Una vez iniciada la polimerización, la subunidad o se libera del centro catalítico, el cual continúa la 
elongación, es decir, la polimerización del RNA transcrito. Durante la elongación, la polimerasa se desplaza a lo 
largo del DNA manteniendo separados aproximadamente 17 pares de bases. 
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La cadena codificadora y el transcrito son 
correspondientes 


En un gen dado, ya sea de origen procariótico o eucariótico, de las dos cadenas del DNA 
sólo una sirve como molde para la RNA polimerasa, la cual, por definición, es llamada 
cadena no codificadora, cadena menos (-) o cadena antisentido. La cadena 
complementaria al molde se denomina cadena codificadora, cadena más (+) o cadena 
con sentido. Nótese que la secuencia nucleotídica de la cadena codificadora es idéntica a 
la del RNA transcrito; por supuesto, considerando el distinto uso de bases y pentosas que 
hay entre el RNA y el DNA. Debido a esta identidad, es costumbre escribir sólo la 
secuencia de la cadena codificadora cuando se presenta la secuencia de un gen. Dicha 
costumbre, que se sigue en este texto, simplifica la escritura y la descripción de las 
peculiaridades de un gen; por ejemplo, los bloques de secuencias -10 y -35 del promotor 
bacteriano están definidos con referencia a la secuencia de la cadena codificadora. No 
obstante esta convención, el estudiante debe recordar que ambas cadenas de la doble 
hélice constituyen el promotor. 
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Los promotores no discriminan el gen cuya transcripción 
promueven 


Para que un promotor pueda transcribir un gen en particular, es necesario que se 
encuentre en la misma molécula de DNA que el gen, en su flanco 5”. Además, debe tener 
la orientación correcta en la cadena codificadora del gen. En el caso del promotor 
bacteriano típico ilustrado en la figura 30-2, dicha orientación se determina por la posición 
relativa de las secuencias nucleotídicas de los bloques -10 y -35 y por el número de bases 
que separan dichos bloques. El hecho de que la posición +1 de la cadena codificadora sea 
el primer nucleótido transcrito es consecuencia de la orientación del promotor. De 
manera experimental, es posible cambiar la posición del promotor en la cadena 
codificadora o mudarlo a la cadena no codificadora, con lo cual se alteran el sitio de 
inicio de la transcripción o la elección de la cadena codificadora. 

Por ejemplo, la traslocación de los bloques -10 y -35 a la cadena no codificadora, 
respetando la posición relativa entre ellos, equivale a orientar al promotor en el sentido 
opuesto en el mismo DNA, de lo que resulta una reorientación de la actividad del 
promotor, invirtiendo las funciones de las cadenas codificadoras y no codificadoras. Este 
cambio ocasiona que se produzca un transcrito primario distinto del que suele 
transcribirse con ese promotor (figura 30-4). 


Promotor 1 


TATAAT. 


Cadena codificadora 


Cadena no codificadora 


Cadena no codificadora 


Cadena codificadora 


Promotor 2 


Figura 30-4. La orientación del promotor determina la cadena del DNA que es transcrita. Dependiendo de la 
posición relativa de los bloques -10 y -35 del promotor bacteriano (compare el esquema de arriba con el de 
abajo), la polimerasa se orienta de manera que transcribe una u otra cadena del DNA. Así, pues, la orientación de 
la secuencia consenso del promotor determina la cadena del DNA que servirá como cadena codificadora y aquella 
que será la cadena no codificadora. En el ejemplo ilustrado, las dos cadenas del DNA podrían ser transcritas si 
tuviese dos promotores orientados en forma opuesta. Experimentalmente, es posible colocar un promotor en un 
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DNA cualquiera, de tal manera que el DNA sea transcrito por la polimerasa que reconozca y funcione con ese 
promotor. Esto ha permitido la expresión heteróloga de genes recombinantes (véase texto). 


Este tipo de experimentos revela una propiedad sobresaliente y general de todos los 
promotores procarióticos o eucarióticos: la de ser indiferentes al segmento de DNA cuya 
transcripción promueven. Esto explica por qué, en la gran mayoría de los promotores (la 
excepción son los promotores de la RNA polimerasa III eucariótica, como se discutirá 
más adelante), sus secuencias nucleotídicas funcionales (como los bloques -10 y -35 del 
promotor bacteriano) están localizadas fuera del DNA que transcriben, en su flanco 5”. 
Esta propiedad puede utilizarse para forzar la transcripción de genes en circunstancias 
que no son las fisiológicas o habituales para éstos. 

En biotecnología, esta propiedad de los promotores se usa para expresar genes en 
forma heteróloga, es decir, en organismos en los que no suelen expresarse. Por ejemplo, 
el gen de la insulina humana se ha expresado en bacterias, usando promotores 
bacterianos, los cuales transcriben un RNA que al ser traducido por los ribosomas 
bacterianos produce la proteína humana. Para lograr esto, se requiere construir y 
proporcionar a la bacteria un DNA recombinante “híbrido”, en el cual el DNA que 
codifica la insulina humana quede bajo el control (río abajo) de un promotor bacteriano. 
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Elongación de la transcripción bacteriana 


Una vez que se ha separado la subunidad a, el centro catalítico de la RNA polimerasa 
continúa la polimerización, es decir, la elongación del RNA transcrito. Para ello, la 
polimerasa mantiene abierta la doble hélice del DNA por un espacio de 17 pares de bases 
conforme avanza, lo que constituye la llamada “burbuja de transcripción”, la cual se va 
cerrando tras el paso de la polimerasa (figura 30-5). El RNA naciente emerge de la burbuja 
de transcripción y, si es un RNA mensajero, puede usarse de inmediato en la traducción. 
Antes de emerger, ocho a nueve nucleótidos recién polimerizados se mantienen 
apareados por un momento con la cadena no codificadora, formando una hélice híbrida 
de RNA/DNA de ocho o nueve pares de bases. Esta hélice híbrida, alrededor de una 
vuelta de longitud, es de crucial importancia para mantener la elongación; su 
desapareamiento hace que termine la transcripción. La RNA polimerasa bacteriana es 
muy procesiva (véase en el capítulo 28 una discusión de la procesividad) y su velocidad 
de síntesis es de 50 nucleótidos por segundo. De hecho, la transcripción es 100% 
procesiva; es decir, una sola empieza y termina un transcrito. La RNA polimerasa 
bacteriana durante el proceso de elongación tiende a corregir las bases que añade, si 
tienen algún error, por medio del proceso de correción cinética de pirofosforolísis, o por 
medio de correción nucleolítica. Sin embargo, la fidelidad de la transcripción es en 
promedio de un error por cada 10% o 10? nucleótidos transcritos, mientras que la DNA 
polimerasa comete un error por cada 10% nucleótidos incorporados. A pesar del mayor 
número de errores cometidos por la RNA polimerasa, la mayoría de los transcritos 
producidos tienen la secuencia correcta. La RNA polimerasa bacteriana sintetiza el RNA 
a una velocidad de 50 a 90 nucleótidos por segundo. 
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RNA polimerasa 
r Cadena codificadora 


Hélice híbrida 
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Desplazamiento Punto de elongación 
de la polimerasa 


RNA naciente 


Figura 30-5. Elongación de la transcripción. En la burbuja de transcripción se mantienen apareados 12 
nucleótidos del RNA transcrito con la cadena no codificadora, lo cual permite la continuidad de la polimerización. 
Nótese que el RNA transcrito crece por la adición de nuevos nucleótidos al extremo 3” del RNA, de acuerdo con 

las reglas de apareamiento de Watson-Crick y siguiendo la dirección 5” —= 3”. 
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Terminación de la transcripción bacteriana 


Debido a la proximidad que hay entre distintos genes en el genoma bacteriano, la 
terminación de la transcripción debe ser muy precisa para no dejar fuera segmentos del 
operón que se está transcribiendo, ni incluir secuencias de genes pertenecientes a 
operones vecinos. Para terminar la transcripción es necesario disociar el híbrido de 
RNA/DNA presente en la burbuja de transcripción, lo que causa que la RNA polimerasa 
no tenga sustrato sobre el cual actuar y abandone la cadena molde; ésta se reaparea con 
la cadena codificadora, colapsando la burbuja de transcripción. 

En £. coli hay dos tipos de terminación, una de ellas conocida como dependiente del 
factor proteico p y la otra, llamada independiente de p, se debe a la formación de una 
estructura secundaria codificada en la secuencia de nucleótidos del RNA naciente que no 
requiere de factores adicionales. 

Los extremos 3” de los RNA cuya transcripción termina en forma independiente de p 
contienen un tramo de tres uridinas contiguas, las cuales son precedidas por secuencias 
autocomplementarias ricas en G y C que pueden aparearse formando una estructura 
secundaria de tronco y asa de 15 a 20 nucleótidos. Esta estructura se genera de manera 
espontánea en cuanto el RNA transcrito sale de la burbuja de transcripción, dando lugar a 
una señal que detiene la polimerasa por un momento. Al mismo tiempo, el tramo de 
uridinas se encuentra participando en el híbrido RNA/DNA de la burbuja de 
transcripción, es decir, está apareado con las adeninas de la cadena molde a partir de la 
cual fueron transcritas. Debido a que este híbrido es poco estable, se desaparea de modo 
espontáneo, causando que el RNA abandone la burbuja, lo cual termina la transcripción 
(figura 30-6). 
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Figura 30-6. Terminación de la transcripción independiente de p. La terminación de la transcripción del operón 
del triptófano (trp) es independiente de p y está mediada por una secuencia de 36 nucleótidos presentes en el 
extremo 3” del último gen del operón (trpA). Estos nucleótidos tienen secuencias simétricas y 
autocomplementarias que forman una estructura de tronco y asa justo antes de un tramo rico en uridinas. El 
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tronco y el asa fuerzan a la polimerasa a realizar una pausa, durante la cual el tramo de uridinas se disocia de la 
cadena molde y abandona la burbuja de transcripción. 


Se estima que al menos la mitad de los genes de E. coli utilizan el mecanismo de 
terminación de la transcripción mediado por p, una helicasa hexamérica que se une al 
RNA naciente. Los requisitos estructurales para la unión de p al RNA aún no están bien 
caracterizados; sin embargo, se sabe que no es mediada por una secuencia consenso 
lineal. Una vez unida al RNA, utiliza la hidrólisis del ATP para deslizarse hacia el extremo 
3” del transcrito. Al alcanzar la burbuja de transcripción, p promueve la disociación del 
híbrido de RNA/DNA, terminando con ello la transcripción (figura 30-7). 


o RNA polimerasa 


ppp 5 
Proteína p np P 
ATP +H,O ADP +Pi 


Figura 30-7. Terminación de la transcripción dependiente de p. La unión de p a ciertas secuencias del extremo 3” 
del RNA naciente estimula la actividad de ATPasa de p. Gracias a ello, p migra hacia la burbuja de transcripción, 
en donde desaparea la hélice híbrida de RNA/DNA. 
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Elementos reguladores cis y factores que actúan en trans 


Un concepto que se encontrará con frecuencia en el metabolismo de los ácidos nucleicos 
es que una acción metabólica específica ocurre gracias a la colaboración entre sitios o 
regiones en el DNA (o en el RNA) que son reconocidos por factores en general proteicos 
o ribonucleoproteicos. La secuencia de nucleótidos presente en estas regiones es la que 
determina que el factor en cuestión se una y que su acción metabólica ocurra en ese 
punto y no en otro. Estos sitios de reconocimiento en los ácidos nucleicos se conocen 
como elementos reguladores y se dice que funcionan en cis, mientras que a las proteínas 
o a los complejos ribonucleoproteicos que los reconocen se les llama factores reguladores 
que funcionan en trans. En el capítulo anterior y en éste se han descrito dos ejemplos de 
cómo un par cis-trans lleva a cabo alguna función de los ácidos nucleicos o es mediador 
de alguna acción sobre ellos. Los sitios de origen oriC, discutidos en el capítulo 29, son 
el elemento en cis y las proteínas que se unen al DNA son los factores en trans, 
determinantes del inicio de la duplicación en £. coli. Un ejemplo más de un par cis-trans 
es la interacción del promotor (elemento en cis) con la subunidad a (factor en trans), que 
regulan el inicio de la transcripción en Æ. coli. En estos ejemplos, el elemento cis es un 
DNA de doble cadena y el factor trans es una proteína. En estos casos, la especificidad 
del reconocimiento del par cis-trans se debe a interacciones dadas a un nivel molecular y 
atómico, que existen entre las bases que componen el DNA y ciertos aminoácidos de las 
proteínas. Gracias a la precisión con que se dan estas interacciones es que se observa 
especificidad de factores y secuencias. Un ejemplo ilustrativo es la interacción del 
represor de 1-el factor en trans— y su operador, el elemento cis (capítulo 32). 

El elemento cis también puede ser un RNA y el factor trans una partícula 
ribonucleoproteica, es decir, compuesta por RNA y proteínas. Un ejemplo de este último 
caso son las snRNP que constituyen el espliceosoma, en el cual la especificidad de la 
interacción cis-trans está dada por el apareamiento de bases que ocurre entre los RNA 
involucrados (véase más adelante la figura 30-16). Se verán otros ejemplos, pues para fines 
prácticos, no hay suceso del metabolismo de los ácidos nucleicos que no involucre la 
acción concertada de un elemento en cis con su factor en trans. 


A 

Una propiedad de los elementos reguladores en cis es la de tener secuencias nucleotídicas muy 
semejantes a una norma o secuencia consenso, la cual es característica e indispensable para la función 
metabólica regulada por ese tipo de elementos. Se denomina consenso porque surge como la secuencia 
más frecuente después de comparar por alineamiento muchas secuencias que llevan a cabo la misma 
función. Por ejemplo, los promotores bacterianos reconocidos por la subunidad a son muy parecidos 
entre sí, con ligeras variaciones de secuencia, pero que en general permiten definirla como prototípica o 
consenso (que es usada de manera preferente para esa función) (figura 30-2). Este tipo de análisis es útil 
para el estudio de la estructura y función de los ácidos nucleicos, pues la secuencia de un gen o DNA 
recién descubierto puede compararse con las secuencias de consenso que hayan sido determinadas de 
modo experimental con anterioridad y, dependiendo del grado de similitud que tenga con ellas, se 
pueden predecir funciones específicas para el gen recién descubierto. Estos análisis dan pistas al 
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investigador acerca de la naturaleza y función del nuevo gen y del tipo de experimentos por realizar con 
él. 
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Los eucariotas poseen tres distintas RNA polimerasas 


Mientras que todas las distintas clases de RNA en los procariotas se transcriben por una 
sola RNA polimerasa, en los eucariotas la transcripción se ejecuta en forma especializada 
por tres polimerasas, las RNA polimerasas I, II, y II, ubicadas en el núcleo celular. Por 
ejemplo, la función de la RNA polimerasa I es transcribir, de manera exclusiva, al 
precursor de los RNA ribosómicos de 18S, 5.88 y 28S, lo cual explica su localización 
específica en el nucléolo, sitio de ensamble de los ribosomas (figura 30-22 y la sección 
correspondiente). Debido a la necesidad de formación de ribosomas, la actividad del 
proceso de transcripción del precursor de los RNA ribosómicos contribuye a casi la mitad 
de la actividad transcripcional de la célula. La RNA polimerasa III transcribe el gen del 
RNA ribosómico de 5S, todos los genes de los RNA de transferencia y algunos tipos de 
RNA pequeños, además del RNA 7SL que se requiere como parte de la señal de 
reconocimiento para introducir proteínas a la membrana. En general, los productos de 
transcripción de esta enzima son RNA no traducidos con longitud menor de 300 
nucleótidos. La RNA polimerasa II transcribe los precursores de todos los RNA 
mensajeros, así como otras especies de RNA nucleares de tamaño pequeño (small 
nuclear RNA o snRNA) que forman parte del espliceosoma (figuras 30-16 y 27-17 y la 
sección correspondiente). No obstante la especialización de labores de las RNA 
polimerasas de eucariotas, en términos catalíticos son como las de procariotas; es decir, 
reconocen regiones promotoras y no requieren de cebador para iniciar la transcripción, 
polimerizan en el sentido 5” — 3” y sintetizan la copia complementaria de la cadena no 
codificadora o antisentido del gen transcrito. 

El amplio estudio bioquímico y genético de las RNA polimerasas de la levadura de 
cerveza, Saccharomyces cerevisiae, ha revelado que tienen una estructura más compleja 
que la RNA polimerasa bacteriana; no obstante, hay ciertas similitudes de diseño entre 
ellas. Por ejemplo, las polimerasas de eucariotas también tienen un centro catalítico 
formado por cuatro subunidades que son equivalentes a las subunidades a, B y P 
bacterianas (cuadro 30-1). La función de las otras subunidades aún no está bien 
determinada; algunas de ellas son indispensables para la viabilidad de la levadura, y la 
alteración o falta de aquellas que no son indispensables produce organismos que 
proliferan de manera deficiente. Aunque se conocen con menor detalle, se sabe que las 
RNA polimerasas de otros eucariotas, incluido el ser humano, tienen gran semejanza 
funcional y estructural con las de la levadura. Estudios sobre la RNA polimerasa II 
muestran que esta enzima está constituida por 12 subunidades; sin embargo, a pesar de la 
complejidad de esta enzima, su estructura, función y mecanismo son muy semejantes a 
la de su contraparte bacteriana. Las subunidades RBP1, RBP2 y RBP3 de la RNA 
polimerasa II de los eucariotas guarda gran homología con las subunidades P’, B y a, 
respectivamente. Se ha establecido que la complejidad de la RNA polimerasa II en 
eucariotas se debe a que requiere un mayor número de interacciones proteína-proteína 
para llevar a cabo sus funciones. 
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Cuadro 30-1. Subunidades de las RNA polimerasas de S. cerevisiae 


Cada una de las tres RNA polimerasas de la levadura S. cerevisiae, un organismo eucariótico unicelular muy usado en la 
investigación de la transcripción, está compuesta por más subunidades que la polimerasa bacteriana. Las cuatro subunidades que 
componen el centro catalítico tienen semejanza con las subunidades equivalentes de la polimerasa bacteriana. Además del centro 
catalítico, hay subunidades específicas y comunes para cada una de las tres polimerasas. Los nombres de cada subunidad indican su 
presencia en cada una de las polimerasas: A = I, B = II y C = IMI, y su peso en kilodaltones. Una propiedad que distingue a las tres 
clases de polimerasas eucarióticas es el distinto grado con que son inhibidas por la a-amanitina (una potente toxina del hongo 
venenoso Amanita phalloides), mientras que la actividad de la RNA polimerasa II se inhibe por completo, la tipo I es resistente a 
esta toxina. 


RNA polimerasa I II mM 
Equivalente a la p’ A190 B220 C160 
Equivalente a la f A135 B150 C128 
Equivalentes a la a AC40 y AC19 (B44) AC40 y ACI9 
Sensibilidad a la o-amanitina: Nula Alta Baja 
A49, A43, A34.5, B32, B16, B12.6, C82. C53, C37, 
A14, A12.2 B12.5 C34, C21, C25, 
cil 


(ABC27)2, ABC23, ABC14.5, ABC10, ABC10 


El extenso tema de la estructura de las RNA polimerasas de eucariotas no se discutirá, 
pues rebasa los límites de este texto; no obstante, es importante mencionar una 
característica relevante de las polimerasas tipo II. La subunidad más grande de todas las 
RNA polimerasas tipo II estudiadas (que corresponde a la subunidad B220 de la 
levadura) tiene en su extremo carboxilo un heptapéptido, cuya secuencia consenso es 
Tyr- Ser-Pro-Thr-Ser-Pro-Ser que se repite 26 veces, en los mamíferos llegan hasta 52 y 
en las de otros organismos se repite un número intermedio de veces. Estas repeticiones 
constituyen lo que se denomina el dominio CTD (carboxpyl-terminal domain) de las RNA 
polimerasas tipo II, el cual es indispensable para la actividad de la enzima. Por ejemplo, 
una levadura cuyo CTD sea menor de 10 repeticiones no puede sobrevivir. El dominio 
CTD tiene un cometido regulador durante el inicio y arranque de la polimerización. Esta 
función está relacionada con su peculiar secuencia polipeptídica y se lleva a cabo por 
modificación covalente y fosforilación de algunos de sus residuos. El dominio CTD de 
las polimerasas que están ensamblándose en un complejo de inicio se encuentra 
desfosforilado, mientras que en las polimerasas que están en plena etapa de elongación, 
las serinas y algunas tirosinas del CTD están fosforiladas. 

Como se discutirá más adelante, el dominio CTD es una región de la polimerasa donde 
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actúan cinasas presentes en los factores generales de la transcripción eucariótica. 
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Promotores de la RNA polimerasa II 


Al igual que en las bacterias, para iniciar la transcripción, las RNA polimerasas de 
eucariotas reconocen secuencias o regiones promotoras específicas, aunque de mayor 
complejidad. Una de las diferencias significativas entre un gen eucariótico y uno 
procariótico reside en el diseño de sus regiones reguladoras de la transcripción. El 
reducido espacio intergenético de los procariotas obliga a la economía y sencillez en tales 
regiones, mientras que en los eucariotas no se presenta esta limitación, por lo que pueden 
abarcar porciones más extensas del DNA, incluso a miles de pares de bases del sitio de 
inicio de la transcripción. El esquema de la figura 30-8 ilustra que, además del promotor 
basal, existen otras regiones o elementos reguladores (en cis) de la transcripción. La 
región promotora basal es el sitio donde la RNA polimerasa II y los factores generales de 
la transcripción se ensamblan para fomar un complejo de preinicio. La velocidad y 
frecuencia con que se forma este complejo, que por lo general determina el nivel de 
expresión, depende de la presencia de factores activadores específicos de la transcripción 
(trans-activadores). Éstos funcionan reconociendo y uniéndose a los elementos 
reguladores vecinos al promotor basal, constituyendo pares cis-trans, que son específicos 
para un gen o una familia de genes en particular. Los elementos reguladores suelen 
localizarse en el flanco 5” de los genes; existen en un número variable y pueden estar 
muy cercanos o muy alejados de la posición +1. En el caso del gen murino de la 
albúmina, existen cuando menos cuatro diferentes sitios y factores que, en conjunto, 
determinan la expresión específica en el hígado durante la vida posnatal; uno de ellos, un 
elemento llamado potenciador (enhancer), se encuentra a una distancia de 10 kpb del 
sitio de inicio de la transcripción (figura 30-8). Debido a su gran relevancia reguladora de la 
expresión génica, los factores específicos de la transcripción se discutirán con más detalle 
en el capítulo 31. 


Elementos reguladores cercanos Promotor basal 


Figura 30-8. Diseño típico de un gen eucariótico. En un gen se considera tanto la unidad transcripcional como 
las regiones reguladoras de la transcripción. Estas últimas son de dos tipos funcionalmente distintos: el promotor 
basal y las regiones o elementos reguladores específicos. El primero es reconocido por el aparato general de la 
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transcripción y los segundos por los factores activadores específicos de la transcripción (transactivadores). 
Como ejemplo, se ilustra el gen de la albúmina del ratón. En el hígado, y preferentemente durante la vida posnatal, 
este gen requiere de la acción concentrada de un gran número de elementos reguladores y transactivadores para 
que la RNA polimerasa II lo transcriba en forma específica, algunos de ellos tan distantes como el potenciador. 
Durante la vida embrionaria, aunque los elementos en cis estén ahí, la falta de los factores adecuados ocasiona 
que este gen no se transcriba. 


A la fecha, se han identificado tres tipos de secuencias de nucleótidos que funcionan 
como promotores basales de la RNA polimerasa II: la caja TATA, el iniciador y las islas 
CpG, de las cuales la primera es la mejor caracterizada. La secuencia consenso de la caja 
TATA la constituyen siete bases muy conservadas TATA (A/T)A(A/T) que se localizan 
entre -25 y -35, es decir, de 25 a 35 nucleótidos al extremo 5” de la posición +1 (figura 30- 
9). Nótese que, salvo sus distintas localizaciones respecto a +1, la caja TATA y la región 
-10 de los promotores de £. coli tienen secuencias parecidas. La mayoría de los genes 
cuyo promotor basal es una caja TATA se expresan en forma elevada y por lo general son 
inducibles; es decir, su transcripción es activable. Cualquier alteración en la secuencia 
consenso TATA (A/T) A(A/T) disminuye de forma drástica la transcripción del gen. 


Frecuencia en % 


A 17 22 18 
Y 17 27 15 
C 50 38 48 
A=50% 
G 15 13 18 Labase S es una: G=25% 
C o U=25% 


————— f A T A A A QUO 
5 l $ j 
Consenso entre -25 y -35 


Figura 30-9. Caja TATA, un tipo de promotor basal de la RNA polimerasa II. La figura ilustra la secuencia 
consenso TATA y la frecuencia, expresada en porcentaje de 60 genes comparados, con que cada una de las 
cuatro bases aparece en cada posición. 


La secuencia consenso del promotor basal, llamado iniciador, está compuesta por un 
heptanucleótido rico en pirimidinas, Pir-Pir-A-N-(T/A)-Pir-Pir, que se localiza en el sitio 
de inicio de la transcripción. Los genes cuyo promotor basal es el iniciador empiezan su 
transcripción en la primera A de la secuencia consenso (posición +1); además, la 
pirimidina de la posición precedente (-1) suele ser una C. 

Un tercer tipo de genes eucarióticos que no poseen caja TATA ni iniciador utilizan 
regiones ricas en G y C como promotores de su transcripción. En general, este tipo se 
transcribe en forma constitutiva y moderada, y por lo común se trata de genes de 
enzimas del metabolismo intermedio, razón por la cual en ocasiones son llamados genes 
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del mantenimiento doméstico celular (el nombre original en inglés es house-keeping 
genes). Estas regiones ricas en C y G están constituidas de manera preferente por 
repeticiones del dinucleótido 5”CpG3”, el cual es muy raro en el genoma de los 
eucariotas. De hecho, cuando aparecen grupos repetitivos de este dinucleótido se 
distinguen con claridad del resto de las secuencias genómicas, razón por la que se les 
acostumbra llamar “islas CpG”. La presencia de una isla CpG es un fuerte indicio de que 
hay un gen, cuyo inicio de transcripción se ubicará entre las 100 o 200 bases al extremo 
3” de ellas. Una peculiaridad que también distingue a este tipo de promotores basales es 
que sus sitios de inicio no son tan rígidos, y presentan heterogeneidad en el inicio: es 
decir, pueden utilizar diversas posiciones +1, aunque todas ellas en un tramo no mayor 
de 10 pares de bases. 
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Aparato general de la transcripción eucariótica 


Para la gran mayoría de los genes eucarióticos, el inicio de la transcripción es el paso 
determinante de su nivel de expresión; de ahí que no cause sorpresa que haya 
maquinarias complejas de proteínas dedicadas a asistir a las RNA polimerasas en este 
paso tan importante de la expresión génica. De hecho, las RNA polimerasas eucarióticas 
no son capaces de unirse por sí mismas al DNA, ni de iniciar la transcripción; requieren 
la asistencia de un conjunto de proteínas conocidas como TF (transcription factors) o 
“factores generales de la transcripción”. Los TF son el equivalente funcional de la 
subunidad o bacteriana y, en términos simplistas, tienen una sola y “sencilla” función: 
reclutar la RNA polimerasa al promotor basal, permitiéndole ensamblarse en un complejo 
de preinicio a partir del cual proceda la transcripción. Es importante insistir en que los TF 
son factores generales de las polimerasas y que no deben confundirse con los 
transactivadores o factores activadores de la transcripción de genes específicos 
mencionados antes y que se dicutirán en el capítulo 31. 


D 

2 Los TF tienen especificidad por una polimerasa en particular. Así, las siglas “TFIIH”, por ejemplo, 
identifican al “factor transcripcional H” de la RNA polimerasa II. Por lo común los TFII, junto con la 
RNA polimerasa II, constituyen lo que se denomina el aparato general de la transcripción, aunque el 
estudiante debe tener claro que cada polimerasa también tiene su “aparato general”, es decir, sus 
propios TF. En la siguiente sección se analiza cómo los TFII actúan sobre promotores del tipo de la caja 
TATA para iniciar la transcripción, el caso mejor estudiado de inicio transcripcional en eucariotas. 
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El inicio de la transcripción por la RNA polimerasa II 
requiere de los TFH 


El primer paso indispensable para la transcripción mediada por la RNA polimerasa Il es la 
formación o ensamblaje de un complejo de preinicio sobre la caja TATA (o algún otro 
promotor basal). Este complejo multiproteínico está constituido por los diversos TFII, los 
cuales se van agrupando en forma progresiva y ordenada sobre la región de la caja 
TATA, hasta formar un complejo de preinicio (figura 30-10). La proteína que inicia la 
formación del complejo es la proteína de unión a la caja TATA, o sólo la TBP por sus 
siglas en inglés (TATA binding protein). La TBP es el componente del TFIID mínimo e 
indispensable para la identificación de la caja TATA. El cuadro 30-2 resume la composición 
y las funciones de los distintos TFII. Además de la TBP, el TFIID está compuesto por 
otras subunidades, los llamados factores asociados a TBP o TAF (por sus siglas en inglés: 
TBP-associated factors). En condiciones in vitro, la unión de TBP a la caja TATA no 
requiere la presencia de los TAF, ni del TFIIA; sin embargo, en condiciones fisiológicas, 
estos factores ayudan a dicha unión. En la actualidad se piensa que mediante la 
estabilización de la unión de TBP, los TAF y TFIIA ayudan al primer paso de la 
formación de complejos de preinicio en promotores basales distintos a la caja TATA. En 
estudios con cristalografía de rayos X se ha demostrado que el complejo TBP dobla la 
estructura del DNA al posicionar dos pares de residuos de fenilalanina a cada lado de la 
secuencia de reconocimiento. Esto abre y amplía la hendidura menor del DNA, 
permitiendo la formación de puentes de hidrógeno entre las cadenas de proteína y los 
nucleótidos localizados en la hendidura menor, lo que se ve favorecido de manera 
termodinámica por la presencia de pares de bases A = T. Se ha demostrado que se 
requiere TBP para la acción de las tres clases de polimerasas. 


booksmedicos.org 


TATA 
DNA 


TBP o TRIID + TFIIA 


TFIIB 
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TFIIE 
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TFIIF-RNA Pol II 


ATP | Apertura de la burbuja 
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: Complejo abierto 
: Destfosforilación del CTD 
NTP's | Iniciación 
| Fostortación del CTD RNA (transcrito primario) 


X. TFIIB Salida del promotor 


Terminación 


Complejo residual de factores y 


CTO fosforilado Complejo de elongación 


Figura 30-10. Complejo de preiniciación de la RNA polimerasa II. El complejo de preiniciación se forma por la 
unión secuencial y ordenada de los distintos TFII. Las actividades de helicasa y de ATPasa del TFIIH representan 
un paso crucial en la conversión del complejo cerrado en uno abierto, es decir, en la abertura de la burbuja de 
transcripción. La actividad de la TFIIH cinasa fosforila el CTD de la RNA polimerasa II, dándole oportunidad de 
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abandonar el promotor e iniciar la elongación del transcrito primario. 


Cuadro 30-2. Composición y funciones de los TFI 


Los datos presentados se refieren a los TFI humanos; no obstante, en la rata, la mosca de la fruta (Drosophila melanogaster) y en 
la levadura (Saccharomyces cerevisiae), hay factores homólogos, lo cual enfatiza la gran conservación evolutiva, tanto estructural 
como funcional que los TFII tienen en eucariotas. 


TFIID: TBE Reconocimiento de la caja TATA; reclutamiento de TFIIB 
TAF 12 15a250 Reconocimiento de otros promotores basales; estabilizador de la union 

de TBP 

TFIIA 3 12,19,35 Estabilizador de la union de TBP y TAF 

TFIIB 1 35 Reclutamiento de TFIIF y la RNA polimerasa 11, orientandola hacia el 
sitio de inicio (posicion 1) 

TFIIF 2 30,74 Preensamblado con la RNA polimerasa II, impide sus interacciones 
inespecíficas con el DNA 

TFIIE 2 34,57 Reclutamiento y modulación de las actividades enzimáticas de TFIIH 

TFUH 9 35 a 89 Actividades de helicasa, ATPasa y cinasa: forma la burbuja de 


transcripción (separa las cadenas del DNA); fosforila al CTD, 
liberando a la RNA polimerasa del sitio de iniciación, dando lugar al 
comienzo de la elongación 


En un segundo paso, el TFIIB se une a TBP y al DNA localizado río abajo, es decir, 
hacia el extremo 3” de la caja TATA; debido a esto último, la unión de TFIIB da al 
complejo de preinicio una orientación definida respecto a la caja TATA, hacia la posición 
+1. Esta orientación es determinante del sitio de inicio de la transcripción, pues en un 
siguiente paso, el complejo formado por la RNA polimerasa II y el TFIIF (asociados de 
antemano) se unen al complejo a través de sus interacciones con TFIIB. Mediante estas 
interacciones proteína-proteína, la RNA polimerasa queda posicionada sobre lo que será 
el sitio de inicio +1. En algunos casos, después se une TFIIA, el cual puede resultar 
importante cuando la unión de TBP al DBNA es débil. Acto seguido se une al complejo 
la RNA polimerasa II junto con TFIIF. El paso final es la unión de TFIIH al complejo, lo 
cual sucede por las interacciones del TFIIH con el TFIIE y la RNA polimerasa II. Esta 
última incorporación completa el llamado complejo de preinicio, de tipo “cerrado”, que 
cubre el segmento de DNA aun apareado donde se ha ensamblado, y que se extiende 
desde la caja TATA hasta la posición +30 (figura 30-10). 

En presencia de nucleótidos de trifosfato (NTP), el complejo cerrado se abre por 
acción de la TFIIH helicasa, la cual posee también una actividad intrínseca de ATPasa 
que se requiere para separar las cadenas del DNA. Después de que los primeros 
nucleótidos se polimerizan, la actividad de la TFIIH cimasa fosforila el CTD de la RNA 
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polimerasa Il, lo cual causa que se rompan sus interacciones con el TBP y con el TFIIB. 
Al liberarse de la región del promotor basal, la forma fosforilada de la polimerasa, 
asociada al TFIIF, continúa la elongación del transcrito primario. Una vez que la 
polimerasa se ha desprendido del complejo de inicio, éste se desensambla. 

Sólo el TFIID y el TFIIA permanecen unidos a la caja TATA, mientras que los demás 
TFII quedan libres y pueden reutilizarse en la formación de otro complejo de preinicio. 
Al terminar la elongación, una fosfatasa de proteínas retira los grupos fosfato del CTD de 
la polimerasa II, permitiéndole participar en una nueva etapa de transcripción. 

De entre todos los TFII, el TFUH tiene un cometido preponderante en el inicio de la 
transcripción; sin embargo, investigaciones recientes indican que su relevancia biológica 
también se extiende a los procesos de la reparación del DNA. Al menos dos de las nueve 
subunidades que componen TFIIH, la ERCC3-XPB y la ERCC2-XPD, son los 
homólogos humanos de los genes R4D25 y RAD3 de la levadura, respectivamente, 
cuyos productos tienen actividad de helicasa dependiente de ATP necesaria para separar 
las cadenas del DNA. Los genes RAD participan en la reparación del DNA por escisión 
de nucleótidos. Cabe hacer notar que ciertas mutaciones en los genes ERCC 
mencionados, que incluyen cuando menos a otros siete genes diferentes de XPB y XPD, 
son responsables de la reparación deficiente que se observa en los pacientes con 
xerodermia pigmentada. Estos hallazgos indican que aún hay mucho por descubrir acerca 
de la relevancia médica del TFIIH en particular y de los TFII, en general. 


O 

©@ En fechas recientes se ha descrito tanto en la levadura como en células humanas que todo el 
proceso de inicio de la transcripción requiere la presencia de un complejo multiproteínico denominado 
complejo mediador (en inglés mediator complex). La función de este complejo es la de ser un 
intermediario entre los factores de transcripción que se encuentran unidos a los elementos promotores 
río arriba y a los potenciadores por un lado, y el complejo de los factores de inicio que contienen la 
RNA polimerasa II y que se encuentra unido al promotor basal, por el otro. En levaduras, el complejo 
mediador tiene 20 subunidades que están divididas en tres subdominios conocidos como módulo de la 
cabeza, medio y de la cola, de manera respectiva. También tiene un módulo adicional que presenta un 
complejo enzimático con actividad de cinasa que regula la activación o la regulación a la baja de la 
transcripción. Se conoce que existen diversas formas del complejo mediador que tienen una función 
diferente, lo que permite el control transcripcional de un grupo de genes. Además, este complejo 
también influye en el reclutamiento de los factores basales de transcripción. 


Elongación y terminación de la transcripción por la 
RNA polimerasa II 


Aunque se dispone de evidencia experimental de que la elongación puede ser, para un 
escaso número de genes, un punto de regulación de la expresión, poco se conoce acerca 
del modo en que la RNA polimerasa II puede elongar la hebra de RNA y de los 
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mecanismos que regulan este paso de la transcripción. La elongación está regulada por 
factores de elongación. Éstos impiden que se detenga la transcripción y controlan la 
capacidad de edición de la polimerasa para remover bases que son de forma errónea 
incorporadas, además de reclutar los complejos proteicos que realizan el procesamiento 
postraduccional de los mRNA. Una vez que el transcrito de RNA se ha completado, la 
transcripción se termina. Este proceso se inicia con frecuencia por medio de 
endonucleasas que reconocen y rompen en secuencias específicas los nuevos RNA 
sintetizados. Este proceso conlleva el desensamble y la disociación del complejo de 
transcripción, en donde la RNA polimerasa II se defosforila y puede iniciarse un nuevo 
evento. 

Aún se requieren más estudios para conocer en mayor detalle los mecanismos que 
regulan la terminación de la transcripción. Las investigaciones en esta área son intensas, 
en especial ahora que se ha descubierto que el VIH, el agente causal del SIDA, requiere 
para la expresión correcta de sus genes de una proteína llamada Tat. Los virus mutantes, 
deficientes en Tat, son incapaces de transcribir de modo completo sus genes. Tat es un 
factor que se une al transcrito viral naciente y a la RNA polimerasa II de la célula 
infectada y promueve la “antiterminación”, es decir, impide la terminación prematura de 
la transcripción viral. 

Es interesante constatar que los bacteriófagos (virus que infectan bacterias) también 
usan factores con actividad de “antiterminación”, equiparables a Tat, para superar 
señales de terminación presentes en el genoma del bacteriófago. 


D 

2 En general se han propuesto dos modelos de terminación por la RNA polimerasa II. El primero, 
que se conoce como modelo alostérico o antiterminador, propone que en la terminación 3” se encuentra 
un sitio de señal de poltadenilación conocido como poli (A), el cual genera un cambio conformacional de 
la RNA polimerasa II que conduce a la disociación de los factores de elongación, asociación de los 
factores de terminación, o ambos. El segundo modelo propone que en la región 3” terminal del RNA 
formado se forma un sitio de restricción para una exonucleasa, la cual libera la RNA polimerasa II del 
complejo. Sin embargo, como se mencionó, aún se requiere más investigación para aclarar este 
proceso. 
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Procesamiento de los RNA mensajeros en los eucariotas 


Una característica distintiva de los mRNA de eucariotas es que requieren una sustancial 
modificación del transcrito primario antes de servir como mRNA funcionales, es decir, 
antes de poder ser traducidos en proteínas. Estas modificaciones ocurren en el núcleo y 
en conjunto se conocen como procesamiento postranscripcional del transcrito primario. 

A diferencia de los procariotas, en los que el transcrito primario se usa para la 
traducción conforme va saliendo de la burbuja de transcripción, en los eucariotas el 
transcrito primario permanece asociado con proteínas durante su estancia y 
procesamiento nuclear, constituyendo las llamadas partículas ribonucleoproteicas 
heterogéneas o hnRNP (por las iniciales del nombre en inglés, heterogeneous 
ribonucleoprotein particles). Debido a que el transcrito primario constituye la porción de 
RNA de las hnRPN, también recibe el nombre de hnRNA, es decir, RNA nuclear 
heterogéneo. 

Las tres principales modificaciones postranscripcionales que le ocurren al hnRNA 
consisten en: a) la modificación del extremo 5” por la adición de una estructura llamada 
“casquete”; b) la modificación del extremo 3” por la adición de 100 a 250 nucleótidos de 
adenina, llamadas de forma coloquial “cola de poli-A”, y c) la eliminación de los intrones 
con el “corte y pegado” de los exones mediante el proceso de empalme (también 
conocido por su nombre en inglés: splicing). Para fines prácticos, casi todos los mRNA 
eucarióticos sufren estos tres tipos de procesamiento postranscripcional (figura 30-11) que 
se llevan a cabo de manera coordinada gracias a que los componentes necesarios para 
estos procesos están asociados al segmento CTD de la RNA polimerasa II. Otro tipo de 
procesamiento postranscripcional que ocurre sólo en unos cuantos mRNA es la permuta 
de bases. 


iti liadenilación a., inació 
Sitio de poliadenilació Sitios de terminación 


Exón!  Intrón 1 Exón 2 Intrón 2 Exón 3) 
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5 3 
Adición del casquete y corte por endonucleasa 
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Figura 30-11. Tres tipos principales de procesamiento de los precursores de los RNA mensajeros eucarióticos. 
Para producir un RNA mensajero funcional, la célula eucariótica procesa o modifica los transcritos primarios, es 
decir, los precursores o pre mRNA, producidos por la RNA polimerasa II. La adición de un “casquete” (véase 
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figura 30-12) ocurre en el extremo 5” del pre mRNA, es decir, en el primer nucleótido del primer exón. 
Aproximadamente 500 a 2 000 nucleótidos hacia el extremo 5” del sitio de terminación de la transcripción, casi en 
el extremo final del último exón, ocurre la adición de la cola de poliadeninas. Finalmente, durante el proceso de 
empalme o splicing ocurre la eliminación de los intrones, concomitante con el empalme o pegado de los exones. 
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Adición del casquete al precursor del RNA mensajero 


Los extremos 5” de los transcritos primarios producidos por la RNA polimerasa Il, que en 
su mayoría son los precursores de los mRNA o pre-mRNA, se modifican de inmediato 
después de su síntesis, mediante la adición de una 7-metilguanosina y, en algunas 
especies, de grupos metilo en las ribosas de los dos primeros nucleótidos. A la estructura 
resultante se le llama “casquete” (figura 30-12). 
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Figura 30-12. Estructura del casquete 5” de los mRNA eucarióticos. La estructura mínima del casquete, que se 
observa en la levadura, consiste en un 7-metilguanilato unido al primer nucleótido de los transcritos primarios 
producidos por la RNA polimerasa II. Nótese que este enlace convalente difiere de manera importante del típico 
enlace fosfodiéster del armazón, debido a que es un enlace trifosfato el que conecta los carbonos 5” de los 
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nucleótidos ligados. En los organismos superiores, la estructura del casquete es aún más elaborada. En las células 
de animales y vegetales, el OH de la posición 2” de la ribosa del primer nucleótido se encuentra metilado. La 
ribosa del segundo nucleótido también está metilada en los vertebrados. 


El casquete tiene funciones biológicas importantes. Confiere estabilidad a los mRNA, 
pues impide su degradación por 5”-exorribonucleasas. Además, es necesario para el 
transporte de los mRNA hacia el citoplasma y es indispensable para su óptima 
traducción. 
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Poliadenilación del RNA mensajero 


Excepto los mensajeros de las histonas, todos los mRNA eucarióticos poseen en su 
extremo 3” un tramo de poliadeninas, que puede tener hasta 250 nucleótidos de longitud. 
Esta “cola de poli-A” no está codificada en el gen y se añade después de la transcripción 
a los pre-mRNA, incluso a los pre-mRNA de los virus que hayan infectado la célula. Esta 
modificación del extremo 3” del transcrito primario ocurre después de que se ha transcrito 
el último exón, en un punto localizado a una distancia aproximada de 0.5 a 2.0 kpb antes 
del sitio de terminación de la transcripción. En esa región del transcrito se encuentra una 
“señal de poliadenilación”, que consiste en la secuencia AAUAAA la cual funciona como 
un elemento regulador en cis. Éste es reconocido por el factor proteínico CPSF (por sus 
siglas en inglés, cleavage and polyadenylation specificity factor), encargado de reclutar 
el complejo multiproteínico que ejecuta la reacción. Unos 50 nucleótidos hacia el 
extremo 3” de la señal de poliadenilación existe otro elemento secundario rico en guaninas 
y uracilos, sin secuencia consenso específico, el cual permite la asociación de otro factor 
(CStF) que ayuda a estabilizar el complejo encargado de la reacción. La unión de CPSF 
y CStF permite la agrupación de otros cuatro factores proteínicos, los cuales, como 
primer paso de la reacción de poliadenilación, cortan el transcrito primario a una distancia 
de 10 a 35 nucleótidos del extremo 3” de la secuencia AAUAAA. Este corte 
endonucleolítico deja un OH libre en el extremo 3” del mRNA, el cual sirve de sustrato 
para una enzima llamada poli-A polimerasa (PAP), que añade la cola de poli-A (figura 30- 
13). 
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Figura 30-13. Adición de la cola de poli-A. El complejo multiproteínico encargado del corte y la subsecuente 
polimerización de la cola de poliadeninas en el extremo 3° del transcrito primario se ensambla en forma 
secuencial, siendo la unión del CPSF a la señal de poliadenilación, AAUAAA, el paso inicial y determinante de la 
reacción (véase el texto). 


Se desconoce cuál es la función biológica de la cola de poli-A. Al parecer tiene un 
cometido importante en la vida media del mensajero, es decir, en su perdurabilidad 
celular. La cola de poli-A de los mRNA de mayor vida media se degrada de manera más 
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lenta. Cuando un mRNA ha perdido la cola de poli-A, por lo general es destruido. Se ha 
establecido que en la cola de poli-A pueden unirse una o más proteínas específicas que 
ayudan a proteger el mRNA de su destrucción por enzimas. También se ha postulado que 
la longitud de la cola de poli-A permite a la célula “estimar la edad” del mRNA y “llevar 
la cuenta” de las veces que ha sido traducido. 
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Splicing o empalme del RNA mensajero 


Fue una gran sorpresa para los biólogos moleculares descubrir que los genes eucarióticos 
son discontinuos; es decir, que sus transcritos primarios (los pre-mRNA) contienen 
segmentos (los intrones) que se eliminan y que no se requieren para la función de los 
mRNA maduros. La reacción mediante la cual se eliminan los intrones y se juntan los 
exones se conoce como empalme o splicing. El empalme debe efectuarse con una 
precisión de 100%, pues de lo contrario podrían generarse mensajeros con marcos de 
lectura erróneos. Para un correcto empalme se requiere de dos secuencias consenso que 
están en los límites del intrón y que definen los sitios precisos donde ocurrirá el empalme. 
Para cada intrón existe una pequeña secuencia consenso “donadora” y otra “aceptora”. 
La primera se ubica alrededor del límite entre el intrón y el exón que está a su extremo 
5”, y la segunda se ubica en el límite entre el intrón y el exón que está a su extremo 3” 
(figura 30-14). Ni la secuencia ni el número de nucleótidos que separan al donador del 
aceptor son importantes para el empalme. Mientras se mantengan las secuencias 
consenso del donador y acceptor en los límites de un intrón, el empalme de los exones 
separados por ese intrón ocurrirá de modo correcto. Aun en condiciones experimentales, 
en las que se han probado pre-mRNA sintéticos cuya secuencia donadora se toma de un 
gen y la aceptora de otro distinto, el empalme de los exones será el correcto, siempre y 
cuando tales secuencias se apeguen a las consenso. 


Punto de Tramo rico 
Sitio donador ramificación  enpirimidinas Sitio aceptor 
Exón 5” 
Frecuencia 70 60 80 100 100 95 708045 80 100 60 
en (9%) 


20-50b — 


— Ë Intrón ” —_—_—_—_—_—_—_——— 


Figura 30-14. Secuencias consenso donadoras y aceptoras. Las secuencias nucleotídicas en los extremos de un 
intrón (rectángulo sombreado en verde claro) están muy conservadas. En la figura se ilustran las frecuencias 
(expresadas en porcentajes) con que ciertas bases aparecen en los límites entre exones e intrones. Debido a su 
papel durante la reacción de empalme, a la secuencia consenso del extremo 5” del intrón se le llama “donadora” y 
a la del extremo 3” “aceptora”. Nótese que hay dos dinucleótidos para fines prácticos invariables en las 
secuencias donadoras y aceptoras, los cuales definen precisamente los límites del intrón; por el extremo 5”un GU 
y por el extremo 3”un AG. El nucleótido de adenina del sitio de ramificación también es invariante. Los enlaces 
fosfodiéster que unen a los dinucleótidos GU y AG con los exones vecinos y el OH de la posición 2” del sitio de 
ramificación (flechas) son los que participan en las reacciones de transesterificación ilustradas en la figura 29- 
16. Nótese que el sitio de ramificación se localiza muy cerca del sitio aceptor, a 20-50 nucleótidos del 
dinucleótido AG. El tamaño del intrón puede ser muy variable, lo que determina que la separación entre los sitios 
donador y aceptor también sea muy variable. La porción del intrón que separa los sitios donador y 
ramificación/aceptor no interviene en la reacción de empalme. Es importante mencionar que el análisis de la 
secuencia del genoma humano identificó que aunque 98% de los genes usan las secuencias GU (donadora) y AG 
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(aceptora), un 0.76% usa GC/AG y un minoritario 0.1% usa el par: AT/AC como donador/aceptor. 


Cuando los genes contienen mutaciones que afectan o crean nuevas secuencias 
consenso donadora y aceptora del empalme, éste puede quedar abolido o realizarse de 
una manera anómala. Nótese que un cambio o mutación en la secuencia donadora o 
aceptora puede alterar la secuencia del mRNA empalmado, alterando el marco de lectura 
y traducción, y con ello generar una proteína alterada. Estas alteraciones o mutaciones 
pueden a su vez desactivar la proteína, causando enfermedades. 

De hecho, algunas enfermedades génicas humanas se deben a mutaciones que 
perjudican el empalme; por ejemplo, se calcula que 25% de las talasemias, cierto tipo de 
anemias hereditarias, se deben a mutaciones en los genes de la hemoglobina que 
trastornan el correcto empalme de los mRNA de estos genes. En el ejemplo que se ilustra 
en la figura 30-15, una mutación puntual, es decir, el solo cambio de una base en el intrón 
1 del gen de la P-globina, genera un nuevo sitio aceptor más cercano al sitio donador. El 
uso de este nuevo sitio aceptor da por resultado un mRNA anómalo que incluye los 
últimos 19 nucleótidos del intrón 1, los cuales nunca aparecen en el mRNA normal. Estos 
19 nucleótidos no sólo alteran el marco de traducción normal iniciado en el exón 1, sino 
que además introducen de manera prematura un codón de terminación de la traducción 
que genera una P-globina truncada no funcional, causante de la talasemia. 


ATG (inicio del ORF) Fin del ORF 


Intrón 2 


CTG GGCAGÍ Qhencióincciociso tota ttt tec cac 
Esta mutación g —— a en 
a ONN “«——— la f-talasemia crea un a q 
Leu Gly nuevo sitio aceptor Leu Leu 
Exón 1 Exón 2 
Intrón 1 
Exón 2 
Empalme 
oa a CTG GGC AG] G CTG CTG... 
Tar 
Leu Gly Arg Leu 
Exón 1 Intrón 1 Exón 2 


.-C0TG GGC AG; È cta ttt tec cac cct tag G CTG CTG... Empalme en la ß-talasemia 


— M cuc acA aM IĖ "y MMi 
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Figura 30-15. Mutaciones que alteran el empalme del gen de la B-globina humana pueden causar talasemias. El 
gen humano de la P-globulina contiene dos intrones que separan el marco de traducción del mRNA. En el gen 
normal, para el empalme del exón 1 con el exón 2, se utilizan las secuencias donadora y aceptora indicadas por un 
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triple subrayado. En cambio, cuando en el intrón se presenta la mutación G — A, ocurre un empalme anómalo 
que incluye 19 nucleótidos que normalmente se eliminan con el intrón (letras minúsculas). Estos nucleótidos 
adicionales cambian el marco de traducción resultando en una proteína altamente mutada, en la que no sólo su 
traducción termina prematuramente, sino que además su extremo carboxilo termina en un pentapéptido ajeno a la 
P-globina normal. 
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La reacción del empalme ocurre en los espliceosomas 


Cada intrón contiene un sitio 5” y uno 3” para empalme, y un residuo interno de un 
nucleótido de adenina (A) cercano al sitio 3” de empalme, que se conoce como sitio de 
ramificación. Durante el empalme ocurre una serie de intercambios de enlaces 
fosfodiéster. En el primer paso, el grupo OH localizado en el C-2 de la ribosa del 
nucleótido de adenina del punto de ramificación ataca el grupo fosfato del sitio de 
empalme 5” del intrón. Como segundo paso, el grupo OH del C-3 de la ribosa del 
nucleótido del exón liberado ataca el fosfato de la posición 3” del sitio de empalme, de lo 
que resulta la unión de los exones y la separación del intrón. Para que se realicen estas 
reacciones se requiere la presencia de ribonucleoproteínas (RNP), formadas por 
complejos entre RNA no codificantes y proteínas. Estos complejos se unen a los sitios 5” 
y 3” de empalme, así como al sitio de ramificación para ubicar y posicionar los límites 
entre un exón-intrón y el siguiente intrón-exón que delimitan la ubicación del intrón por 
eliminar. Mientras se mantengan las secuencias consenso del donador y aceptor en los 
límites de un intrón, el empalme de los exones separados por ese intrón ocurrirá de 
manera correcta (figura 30-16). 
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Figura 30-16. La reacción del empalme es una doble transesterificación. Durante la reacción del empalme no se 

crean ni se pierden enlaces fosfodiéster (indicados como círculos con una P), sólo “cambian de lugar” mediante 

dos reacciones consecutivas de transesterificación. En la primera, el fosfato del extremo 5” del intrón forma un 
enlace fosfodiéster con el OH 2” libre del nucleótido (A) del punto de ramificación, dejando un OH libre en el 
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extremo 3” del exón 1 (el que está al lado 5” del intrón). En la segunda, este nuevo OH libre ataca ahora al fosfato 
del enlace fosfodiéster que une al intrón con el exón 2 (el que está al lado 3” del intrón). La segunda 
transesterificación produce el enlace fosfodiéster que reúne a los dos exones. El intrón se libera como una 
estructura circular, llamada /ariat o de lazo, en la cual su extremo 5” queda unido covalentemente, por medio del 
enlace fosfodiéster 2”-5”, con el punto de ramificación. 


La reacción de empalme se cataliza por una estructura nuclear llamada espliceosoma. 
Este término es una castellanización del original en inglés: spliceosome, la estructura 
donde se efectúa el empalme o splicing. El espliceosoma es una estructura 
macromolecular de localización nuclear, constituida por partículas ribonucleoproteicas de 
tamaño pequeño (snRNP, del inglés small nuclear ribonuclear particles), que a su vez 
están constituidas por RNA nucleares de tamaño pequeño de 100 a 200 nucleótidos de 
longitud (snRNA, del inglés small nuclear RNA) y un número de proteínas (cientos) que 
aún no ha sido bien determinado. Se ha demostrado que los RNA y las proteínas que 
forman parte de los snRNA están muy conservados desde las levaduras hasta los seres 
humanos, lo cual indica que es un mecanismo que apareció desde los primeros 
eucariotas. Algunas proteínas del espliceosoma, como las siete proteínas Sm, han podido 
caracterizarse gracias a que son los antígenos reconocidos por algunos tipos de 
anticuerpos “antinucleares” presentes en los sueros de pacientes que sufren 
enfermedades autoinmunitarias, como el lupus eritematoso sistémico. También está un 
grupo de proteínas denominadas SR, debido a que tienen una región rica en serina y 
arginina que son importantes para seleccionar y regular los sitios de empalme en el pre- 
mRNA. Las cinco distintas partículas que forman el espliceosoma son las snRNP UI, U2, 
U4, US y U6, llamadas U por contener snRNA que son ricos en uracilo. Algunos de 
estos snRNA, los presentes en Ul, U2, U4 y US, son transcritos por la RNA polimerasa 
II y requieren la adición de un casquete en su extremo 5”, el cual les sirve para migrar 
hacia el citoplasma, en donde encuentran sus proteínas correspondientes; ya 
ensamblados como snRNP regresan al núcleo. 

La actividad catalítica del espliceosoma es proporcionada por los RNA de las snRNP 
que lo componen. Las secuencias nucleotídicas de los U snRNA son las responsables de 
la catálisis y de la precisión del empalme. Por ejemplo, los extremos 5” de los snRNA Ul 
y U2 tienen complementariedad con los sitios donador y de ramificación del pre-mRNA, 
de forma respectiva, lo que les permite anclarse a las snRNP correspondientes (figura 30- 
17). Este reconocimiento y unión, mediado por la complementariedad de bases entre los 
snRNA UI y U2 y el pre-mRNA, es el primer paso en el proceso de empalme. Se sabe 
que los snRNP reconocen que un intrón tiene la secuencia dinucleotídica GU y AG en 
sus terminaciones 5” y 3”, respectivamente, y quizá las secuencias que roedan a este sitio 
y la estructura del pre-mRNA; sin embargo, aún faltan muchos detalles para entender 
con claridad este proceso de reconocimiento. En un paso posterior, las saRNP U4, U6 y 
U5 interactúan con las snRNP Ul y U2, formando el conglomerado completo que 
constituye el espliceosoma (figura 30-18), en el cual las regiones donadoras y de 
ramificación/aceptora quedan cercanas la una a la otra. En el espliceosoma ya 
ensamblado ocurre una reorganización de los apareamientos de bases, cuyo resultado es 
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que los exones por empalmar quedan adyacentes y cercanos al par formado por los 
snRNA U6 y U2 (figura 30-18). Estando orientados de esta manera, los snRNA U6 y U2 
catalizan las reacciones de transesterificación ilustradas en la figura 30-16. Una vez 
empalmado, el mRNA sale del espliceosoma, el cual se desensambla y libera una 
estructura semicircular cerrada en forma de lazo (denominada en inglés lariat, término 
éste que deriva del español, la reata de lazar). Al final, el lariat se degrada hasta 
nucleótidos libres por la acción de diversas RNAsas nucleares; entre ellas una que puede 
atacar el enlace 2”-5” del punto de ramificación. Las diversas snRNP que constituyen al 
espliceosoma están en continuo reciclaje, iniciando nuevos ciclos de ensamblaje para 
generar un nuevo espliceosoma que empalme otro par de exones (figura 30-18). 


Punto de 
Sitio donador 8 ramificación 


Reacomodo de 2... 5 
apareamientos d 5' exón 
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Figura 30-17. Los snRNA del espliceosoma aproximan y empalman exones vecinos. Como paso previo 
indispensable a las reacciones de transesterificación que ocurren durante el empalme, los exones deben acercarse. 
Esto se logra mediante el apareamiento de bases que se da entre los snRNA de las snRNP Ul y U2 con los sitios 
donador y de ramificación/aceptor del precursor del mRNA A). El espliceosoma queda completamente 
ensamblado cuando el complejo preformado por las snRNP U4/U6 y la snRNP US se une con las snRNP U 1 y U2 
ya unidas al pre mRNA. Entonces ocurren reacomodos en los apareamientos de bases, algunos de los cuales se 
indican con flechas que forman asas y troncos (letras minúsculas). El saRNA U2 se asocia con el snRNA U6, 
perdiéndose el apareamiento original que los snRNA U6 y U4 tenían al entrar al espliceosoma B). De esta manera, 
el snRNA U6, que es el RNA catalizador de las transesterificaciones, se acerca a los sitios donador y de 
ramificación/aceptor. También el snRNA U 1 es desplazado del sitio donador, dejando que el snRNA US ponga en 
contigilidad a los exones por empalmar. 
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Figura 30-18. El ciclo catalítico de las snRNP del espliceosoma. De una manera semejante a como los TFI se 
ensamblan en forma secuencial en múltiples ciclos de formación del complejo de preiniciación de la transcripción 
(figura 30-10), las snRNP del espliceosoma se ensamblan y desensambladas cada vez que ocurre un empalme. 
Después de que la reacción ha ocurrido, las saRNP desembladas pueden participar nuevamente en el empalme de 
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otro par de exones. 
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Autoempalme y RNA con actividades catalíticas 


Aunque los snRNA de las snRNP son los responsables de la catálisis de la reacción de 
empalme, el hecho de que algunos anticuerpos obtenidos de pacientes con lupus (como 
los anti-Sm) puedan bloquearla, indica que las proteínas de las snRNP también tienen un 
cometido necesario durante el empalme, pero aún no bien conocido. De hecho, en la 
levadura existen cuando menos 100 genes (1.5% de los genes de este organismo) cuyos 
productos son proteínas necesarias para el empalme. No obstante, el cometido principal 
del RNA en el splicing quedó confirmado por la existencia de ciertos tipos de RNA que 
pueden efectuar la reacción de empalme en forma autocatalítica, ¡prescindiendo de las 
proteínas! Este insospechado hallazgo reveló que el RNA es una molécula versátil, que, 
además de manejar información génica, puede tener propiedades catalíticas. Este 
descubrimiento ha dado apoyo a la noción de que el RNA fue la macromolécula 
primordial en las fases iniciales del origen de la vida. Con la posterior aparición del DNA 
y las proteínas, macromoléculas mucho más eficientes para el almacenamiento de la 
información génica y para la catálisis (enzimática), de forma respectiva, el RNA dejó su 
función central y la bioquímica evolucionó a la forma que hoy se conoce. 

Las reacciones de autoempalme también ocurren mediante dos transesterificaciones, 
análogas a las que ocurren en el espliceosoma, pero que en vez de ser catalizadas por los 
snRNA de las snRNP, son catalizadas por los intrones. Así, en el caso del autoempalme, 
los intrones son los responsables de su propia eliminación y de la soldadura de los exones 
adyacentes. Existen dos categorías o grupos de intrones capaces de empalme autocalítico 
que se distinguen por el nucleótido que atacan en la primera reacción de 
transesterificación. Los del grupo Il utilizan la A del punto de ramificación, como sucede 
en el empalme del espliceosoma. En cambio, los del grupo I utilizan un nucleótido de 
guanina libre, el cual no está presente en la secuencia del intrón, sino que es mantenido 
en el sitio activo gracias a la estructura secundaria que adopta el intrón durante la 
autocatálisis (figura 30-19) En organismos biológicos contemporáneos, los intrones 
autocatalíticos del grupo I fueron descubiertos por primera vez en los precursores del 
RNA ribosómico (pre-rRNA) del protozoario Tetrahymena thermophila. Más tarde se 
encontraron también en los pre-rRNA de otros organismos unicelulares, en genes 
mitocondriales de hongos, en algunos pre-mRNA de ciertos bacteriófagos y en algunos 
precursores de tRNA en bacterias. Estos dos últimos ejemplos son los únicos casos en 
que se han descubierto intrones y reacciones de empalme en organismos procarióticos. 
Los intrones autocatalíticos del grupo II son más raros; se han encontrado en algunos 
genes mitocondriales y cloroplásticos de hongos y plantas. 
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Figura 30-19. Intrones con empalme autocatalítico. Los intrones autocatalíticos del grupo I efectúan la primera 
transesterificación sobre un nucleótido de guanina (G), que no está codificado en la secuencia nucleotídica del 
intrón. Esta G tiene las mismas funciones que el nucleótido de adenina del punto de ramificación, presente en la 
secuencia de los intrones autocatalíticos del grupo II y en los intrones procesados por el espliceosoma. Las 
estructuras secundarias de los intrones autocatalíticos juegan papeles fundamentales para la reacción de empalme 
en ambos grupos. Las estructuras secundarias que adoptan los intrones del grupo II se asemejan mucho a las 
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adoptadas por los snRNA en el espliceosoma. De ahí que se haya postulado que fue a partir del autoempalme de 
los intrones del grupo Il, que se originó el empalme por espliceosomas. Según esta idea, las funciones 
autocatalíticas de los intrones del grupo II han sido arraigadas en los snRNA del espliceosoma, las cuales pueden 
ser aplicadas ampliamente a intrones de diversos genes. 


En los intrones autocatalíticos del grupo I, la primera transesterificación se efectúa 
sobre un nucleótido de guanina (G) que no está codificado en la secuencia nucleotídica 
del intrón. Esta G tiene las mismas funciones que el nucleótido de adenina del punto de 
ramificación, presente en la secuencia de los intrones autocatalíticos del grupo Il y en los 
intrones procesados por el espliceosoma. Las estructuras secundarias de los intrones 
autocatalíticos tienen cometidos fundamentales para la reacción de empalme en ambos 
grupos. Las estructuras secundarias que adoptan los intrones del grupo H se asemejan 
mucho a las adoptadas por los snRNA en el espliceosoma. De ahí que se haya postulado 
que fue a partir del autoempalme de los intrones del grupo II como se originó el empalme 
por espliceosomas. Según esta idea, las funciones autocatalíticas de los intrones del grupo 
II han sido arraigadas en los snRNA del espliceosoma, las cuales pueden aplicarse de 
forma amplia a intrones de diversos genes. 
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Empalme alternativo como una fuente de variabilidad y 
regulación en la expresión génica 


Si bien la precisión del mecanismo de empalme es asombrosa, resulta aún más 
sorprendente el hecho de que las células pueden hacerlo de manera selectiva, eligiendo 
uno u otro de entre varios exones posibles. Esta opción de empalmar de manera 
específica un exón de entre varios disponibles es lo que se llama empalme alternativo y 
su importancia radica en que incrementa el “repertorio genético”, pues a partir de un gen, 
la célula puede expresar proteínas con distinta estructura y función. Esto es posible ya 
que un mismo pre-mRNA o transcrito primario se procesa en dos o más variantes de 
mRNA maduros, cuya composición de exones es diferente. Al traducirse, estos mRNA 
suelen producir proteínas con distintas secuencias polipeptídicas y, debido a esto, 
distintas funciones. El empalme alternativo es bastante frecuente, y se calcula por medio 
de nuevas tecnologías de secuenciación de RNA que 90% de los genes humanos tienen 
empalme alternativo. Durante la expresión del gen de la fibronectina ocurren ejemplos 
notables del uso del empalme alternativo (figura 30-20). 


Ñ inio El 
Proteína id Dominio EllIA 


Exón ElIIB Exón EIA 


EIIIB EIIIA 


El empalme observado 
en los fibroblastos 


El empalme observado 
en el higado excluye 

los exones que codifican 
los dominos EIIIB y ENIA 


Figura 30-20. Mediante el empalme alternativo de su mRNA, se generan variantes funcionales de la fibronectina. 
Distintas estirpes celulares secretan al medio extracelular a la fibronectina, una proteína compuesta de tres tipos 
de dominios proteínicos repetitivos (óvalos y círculos en la proteína). Cada uno de estos dominios está codificado 
en el gen por exones separados (rectángulos en el gen), los cuales se empalman en forma alternativa. Por 
ejemplo, mientras que la mayoría de las células produce un mRNA que contiene los exones que codifican los 
dominios EIIIB y EIIA, el hepatocito empalma un mRNA que carece de ellos. Esto ocasiona que la fibronectina 
producida en el hígado tenga propiedades estructurales y funcionales distintas de la fibronectina producida en los 
fibroblastos (véase el texto). 
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La fibronectina, un componente importante de la matriz extracelular del tejido conectivo, es una 
elucoproteína de alto peso molecular secretada por fibroblastos, epitelios y otras estirpes celulares de 
organismos multicelulares. Además de esta fibronectima presente en la matriz extracelular, existe una 
forma secretada por el hepatocito, la cual se encuentra en altas concentraciones en el plasma sanguíneo. 
La fibronectina plasmática es mucho más soluble que la fibronectina de matriz extracelular, la cual se 
deposita en la matriz en forma de fibrillas. La fibronectima es una proteína compuesta de varios dominios 
estructurales que se repiten a lo largo de ésta y que están codificados en el gen por exones separados. 
Las diferencias que existen entre los dos tipos de fibronectina se explican debido a la presencia o 
ausencia de dos dominios en particular, los EITA y EMIB (figura 30-20). La presencia de éstos es el 
resultado del empalme alternativo de los exones que los codifican, el cual ocurre de dos maneras 
posibles; en el hígado se excluye a los exones que codifican a EINA y ENIB, mientras que en otras 
células, como los fibroblastos, se les incluye en el mRNA maduro de fibronectina. El hecho de que el 
empalme alternativo sirva para “construir” proteínas con “módulos” estructurales y fimcionales 
específicos ha dado apoyo a la idea de que los exones son unidades génicas mínimas que la naturaleza 
ha usado como bloques de construcción para el diseño de genes complejos. 


Por lo general, el empalme alternativo ocurre de manera selectiva en ciertas estirpes 
celulares o tejidos, en los cuales se supone que hay factores proteínicos (o quizá 
ribonucleoproteínicos) que están presentes sólo en ellos y que son los que dirigen (o 
bloquean) al espliceosoma hacia el exón preferido en esa célula o tejido. En el capítulo 31 
se describe cómo mediante una “cascada” de empalmes alternativos la mosca de la fruta 
determina su sexo. 
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Permuta de bases del RNA mensajero 


Un caso especial y poco frecuente de procesamiento de un mRNA es la llamada permuta 
de bases (o edición), cuyo nombre original en inglés es RNA editing. Durante la permuta 
de bases, un mRNA maduro sufre inserción o deleción de una base del RNA, o un 
cambio en una o varias de sus bases por alteración enzimática de una base, lo cual 
modifica la secuencia nucleotídica del RNA. La inserción o deleción de bases se ha 
observado en mayor medida en ciertos protozoarios como el tripanosoma, mientras que 
la modificación enzimática de bases del RNA se observa en seres humanos. Estos 
cambios para modificar el RNA involucran la desaminación de la adenina por inosina, o 
la de citosina por uracilo por medio de la adenosina desaminasa o la citidina desaminasa, 
respectivamente. Este cambio puede afectar los tripletes o codones del mRNA y, por ello, 
manifestarse como un cambio en la secuencia de la proteína codificada. Un ejemplo de 
permuta de bases es la conversión enzimática, por desaminación, de una C en un U, en 
el mRNA de la apolipoproteína B (apoB), una proteína involucrada en el transporte 
sanguíneo de lípidos. Este cambio ocasiona que el codón original CAA (glutamina) se 
convierta en una señal para la terminación de la traducción (triplete UAA), de modo que, 
cuando el mensajero corregido se traduce, produce una proteína, la apoB-48, de sólo 240 
kDa (2 152 aminoácidos), la cual es menor que la proteína codificada en el mRNA 
original, la apoB-100, de 512 kDa (4 536 aminoácidos). De ahí que la apoB-48 carezca 
de la porción carboxilo terminal que es responsable de la unión al receptor de LDL (del 
inglés low density lipoproteins), y es diferente de modo funcional de la apoB-100, que sí 
la tiene. La desaminasa que produce esta permuta de bases se encuentra en el epitelio del 
intestino delgado y no en el hígado, de ahí que aunque el gen de la apoB se exprese en 
ambos tejidos, la forma apoB-100 predomina en el hígado y la apoB-48 en el intestino. 
Por otro lado, se ha observado que ocurre un cambio de una A por una I en los canales 
receptores de glutamato en el cerebro, en donde la modificación de la base genera un 
cambio de un aminoácido en la secuencia del polipéptido (una glutamina por una 


arginina), lo que altera de manera significativa la propiedades del flujo de iones Cas" por 
este canal. 
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Nucléolo, RNA polimerasa I y síntesis de los RNA 
ribosómicos y del ribosoma 


No obstante el indiscutible cometido central de los mRNA en la expresión génica, cuando 
se considera su contribución a la población total de RNA celulares resultan ser una 
minoría. Los RNA ribosómicos (rRNA) y de transferencia (tRNA), productos de la 
transcripción de las RNA polimerasas I y III, son las especies de RNA más abundantes 
en la célula. En promedio, en una célula eucariótica típica, 85% del RNA es ribosómico, 
10% es RNA de transferencia y el otro 5% se distribuye entre los mRNA y otros tipos 
diversos de RNA, que incluyen por ejemplo los snRNA del espliceosoma. Los rRNA son 
los componentes ribonucleicos del ribosoma, la partícula subcelular ribonucleoproteínica 
en donde se efectúa la traducción de los mRNA. El ribosoma eucariótico está compuesto 
por una subunidad grande (60S) y una subunidad pequeña (40S). La subunidad grande 
contiene tres moléculas de rRNA, el de 285, el de 5.88 y el de 5S, mientras que la 
pequeña contiene un solo rRNA, el de 185. 

Con excepción del rRNA de 5S, que se transcribe por la RNA polimerasa II (véase la 
siguiente sección), los otros tres rRNA eucarióticos son producto de la RNA polimerasa I, 
la RNA polimerasa nucleolar. La única función de la RNA polimerasa I es la de 
transcribir el pre-rRNA, es decir, el transcrito primario precursor de las formas maduras y 
funcionales de los rRNA de 28S, 5.88 y 18S. El gen que codifica al pre-rRNA se 
encuentra repetido en los genomas eucarióticos, en forma de grupos multicopias. El 
genoma humano contiene unas 150 a 250 copias del gen del pre-rRNA, organizadas en 
tándem y orientadas en el mismo sentido 5” — 3”. Cada una de estas coplas es una 
unidad transcripcional que incluye las secuencias de los rRNA de 185, 5.88 y 28S, 
puestas en ese orden y separadas por regiones espaciadoras (figura 30-21). Como todos los 
transcritos eucarióticos, el pre-rRNA también sufre un procesamiento postranseripcional 
que consiste en la metilación del transcrito primario y la eliminación de las regiones 
espaciadoras. Aunque el orden de la eliminación de los espaciadores varía con cada 
especie, ésta se realiza en el nucléolo por snRNA nucleolares, mediante cortes 
endonucleolíticos específicos, que al final separan cada uno de los rRNA. Las proteínas 
ribosómicos, antes sintetizadas en el citoplasma, penetran al nucléolo e interactúan con 
secuencias específicas del pre-rRNA. Esta asociación ayuda a dar precisión a los cortes 
endonucleolíticos y permite que los rRNA salgan de su procesamiento ya asociados a las 
proteínas con las que constituyen las subunidades ribosómicas (figura 30-22). La otra 
modificación postranscripcional que le ocurre al pre-rRNA es la metilación de muchas de 
sus bases y ribosas. Esta metilación ocurre en los mismos nucleótidos de los pre-rRNA 
de distintas especies de eucariotas, y persiste en los rRNA maduros, lo cual sugiere que 
son de importancia para la función de los rRNA. Cuando menos, parecen ser 
indispensables para el corte y la eliminación de los espaciadores del pre-rRNA, etapas 
que se detienen si el pre-rRNA no está metilado. 
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Figura 30-21. Organización de la unidad transcripcional del pre rRNA de eucariotas. Se ilustra el diseño general 
del gen precursor de los rRNA en los eucariotas. En todos los casos, el transcrito primario contiene del extremo 
5” al 3” las secuencias de los rRNA 188, 5.88 y 28S (bloques verdes), separadas por “espaciadores” (bloques 
blancos), cuyos tamaños varían según la especie. En los flancos de cada una de las unidades transcripcionales del 
conglomerado multicopia, se encuentran las regiones promotoras (P) y terminadoras (T) de la transcripción. 
Nótese que la disposición en tándem y la idéntica orientación del promotor permiten que todas las unidades 
transcripcionales puedan ser transcritas simultáneamente, siguiendo la misma orientación 5” — 3”. 
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Figura 30-22. Procesamiento del pre rRNA y la formación del ribosoma eucariótico. El ensamblado de los 
ribosomas ocurre en el nucléolo y se lleva a cabo en forma concomitante con la transcripción del pre rRNA por la 
RNA polimerasa I, la cual produce un transcrito primario de 355, el pre rRNA. Las proteínas ribosómicas migran 

desde su sitio de síntesis, el citoplasma, hacia el nucléolo, en donde se asocian con el pre rRNA y ayudan a su 
procesamiento. Por medio de la catálisis mediada por snRNPr nucleolares específicas, las regiones espaciadoras 
del pre rRNA se eliminan, una por una, hasta liberar a los rRNA maduros, los cuales adoptan su lugar definitivo en 
las subunidades grande y pequeña del ribosoma. Finalmente, a la subunidad grande se le incorpora el rRNA 55, 
que es sintetizado fuera del nucléolo por la RNA polimerasa III, y cada una de estas subunidades se transporta al 
citoplasma, en donde al encontrarse con los mRNA maduros, se asocian para formar un ribosoma activo. 
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La RNA polimerasa III y la transcripción de los tRNA, el 
rRNA 55 y otros RNA 


Varias especies de RNA de tamaño pequeño se transcriben por la RNA polimerasa III, 
tales como el rRNA de 55, todos los tRNA, el snRNA de la snRNP U6 del espliceosoma 
y el RNA de 7S de las partículas de reconocimiento del péptido señal, involucrado en la 
migración cotraduccional de ciertas proteínas al retículo endoplasmático. 

Una peculiaridad de los genes transcritos por la RNA polimerasa III es la de tener 
promotores “internos”, es decir, localizados no en el flanco 5” de la unidad 
transcripcional, sino dentro de ella. Por ejemplo, se ha observado que en los genes que 
codifican los diversos tRNA, dentro de la región que se transcribe existen dos bloques de 
11 pares de bases, las llamadas caja A y caja B, que son indispensables para que la RNA 
polimerasa III inicie la transcripción. Después de la transcripción, las secuencias de las 
cajas A y B corresponden a los nucleótidos que forman las asas D (dihidrouridina) y y 
(seudouridina) del tRNA maduro, secuencias estructurales muy conservadas y de manera 
funcional importantes del tRNA (figura 30-23). Esta característica de los genes de los tRNA 
es un ejemplo de cómo la naturaleza “economiza” recursos, pues sirviéndose de una 
misma estructura lleva a cabo varias funciones; en este caso, las secuencias de las cajas 
A y B dirigen la transcripción de los genes de los tRNA y determinan la estructura 
secundaria indispensable para la actividad biológica de los tRNA. 
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Figura 30-23. Procesamiento del pre tRNA de la tirosina. La figura ilustra los distintos cambios 
postranscripcionales de los precursores de los tRNA, ejemplificados con el pre tRNA de la tirosina (pre 


tRNATYD). La forma madura del tRNA (tRNATY”) se presenta a la derecha y su precursor a la izquierda de la 
figura. Nótese que en el asa del anticodón, en la forma precursora, existe un intrón de 14 nucleótidos que es 
eliminado. Los primeros 16 nucleótidos del extremo 5” del precursor también se eliminan y el dinucleótido UU del 
extremo 3” es reemplazado por el trinucleótido CCA, que es característico de todos los tRNA maduros. Además 
de estos cambios en la estructura primaria del pre tRNA, existe otro procesamiento postranscripcional, el de la 
modificación de ciertas bases, que da lugar a las llamadas bases menores o raras de los tRNA (capítulo 27), cuya 
presencia les da nombre a las asas D (dihidrouridina) y y (seudouridina). 


En forma análoga a las interacciones que ocurren entre los promotores de la RNA 
polimerasa II con la proteína que se une a la caja TATA (la TBP) y los otros TFII, las 
secuencias de las cajas A y B del promotor de los tRNA son reconocidas por el factor 
transcripcional TFIIIC, el cual es parte de la maquinaria transcripcional de la RNA 
polimerasa III y es indispensable para que se ensamble su complejo de inicio. Para los 
otros genes transcritos por la RNA polimerasa III se requieren factores transcripcionales 
adicionales, que sirven de adaptadores para la unión del TFIIIC al promotor. Por 
ejemplo, en el caso del promotor del gen del rRNA de 55, el factor TFIIA reconoce 
secuencias promotores del gen, también internas, y de esa manera permite el 
reclutamiento, primero del TFIIIC y después de los otros factores del complejo de inicio 
de la RNA polimerasa III. Algo que ilustra lo mucho que aún se tiene que aprender de los 
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mecanismos de la transcripción es el hecho sorpresivo e inexplicado de que, a pesar de 
que los genes transcritos por las RNA polimerasas I y III carecen de cajas TATA, los 
complejos de inicio de estas RNA polimerasas requieren de la TBP. En forma semejante 
al gen del precursor del rRNA, los genes de los diversos tRNA también existen como 
grupos multicopias en el genoma humano, y sus transcritos primarios también pasan por 
un extenso procesamiento postranscripcional (figura 30-23). Los precursores de los tRNA 
(pre-tRNA) suelen perder de 30 a 40 nucleótidos que no se encuentran en el tRNA 
maduro. Por ejemplo, todos los pre-tRNA tienen en el extremo 5” un tramo de bases que 
se elimina por la actividad de endonucleasa de la ribonucleasa P (RNAsa P), una enzima 
ribonucleoproteínica cuyo RNA, el M1 RNA, es la parte catalítica de la enzima. En 
condiciones experimentales in vitro, el M1 RNA puede cortar el pre-tRNA en ausencia 
de su parte proteínica. Algunos pre-tRNA contienen un intrón pequeño, por lo general 
localizado en lo que será el asa del anticodón. Estos intrones son eliminados por un tipo 
de empalme de forma bioquímica diferente al del espliceosoma y al de los intrones 
autocatalíticos de los grupos I y II. El empalme de los pre-tRNA no ocurre por una doble 
transesterificación, sino mediante dos cortes endonucleolíticos simultáneos, que liberan al 
intrón, seguidos de una compleja reacción de ligadura que une los dos exones. Otra 
diferencia importantísima es que el empalme de los pre-tRNA es catalizado por proteínas 
y no por RNA, como en los tipos de empalme descritos antes. Otro cambio 
postranscripcional es el reemplazo de los nucleótidos del extremo 3” por el trinucleótido 
CCA, que es característico de todos los tRNA maduros. Al final, hay que mencionar la 
modificación postranscripcional de ciertas bases, que dan lugar a las llamadas bases 
menores de los tRNA. 


booksmedicos.org 


Transporte y degradación del RNA 


Después de que se transcriben y procesan los RNA, son exportados del núcleo al 
citoplasma a través de los poros nucleares. Se ha establecido que para la exportación de 
RNA que no codifican alguna proteína, éstos requieren de proteínas llamadas exportinas, 
las cuales pertenecen al grupo de las carioferinas. Para translocar uno de estos RNA no 
codificantes, la exportina requiere la proteína Ran y una molécula de GTP, que se 
asocian formando un complejo, el cual, una vez que se transloca a través del poro 
nuclear, se disocia por medio de la hidrólisis del GTP, liberando los RNA no codificantes. 
Para el transporte de los mRNA se requiere una maquinaria formada por otras proteínas 
que asociadas forman el complejo denominado TREX (siglas en inglés de transcription 
export). Este complejo interactúa con la RNA polimerasa II y con la maquinaria de 
empalme, de manera que se ha demostrado que aquellos pre-mRNA que tienen intrones 
se exportan más rápido que aquellos que no los tienen. 


6 

© La concentración de un mRNA en el citoplasma depende de su tasa de síntesis y degradación. Se 
ha observado que los mRNA varían en su tasa de degradación (de minutos a horas). La degradación de 
los mRNA se realiza por ribonucleasas. En las células de eucariotas, para que los mRNA sean 
degradados se les debe quitar el casquete en la posición 5” y acortar la cola poli- A. A continuación, el 
exosoma, que está formando un grupo de hasta 10 3”-5”-exorribonucleasas, se encarga de degradar los 
RNA hasta liberar todos los nucleótidos que lo constituyen. La cola de poli-A de los mRNA tiene la 
capacidad de reclutar proteínas que previenen la degradación del mRNA. Se ha demostrado que 
existen áreas en el citoplasma donde se encuentran mRNA secuestrados, que se conocen como cuerpos 
de procesamiento (cuerpos P), en los cuales los mRNA pueden almacenarse de manera temporal, lo 
que les da propiedades regulatorias. 
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microRNA y su procesamiento 


La mayoría de las células utiliza microRNA (miRNA) para regular la expresión de varios 
genes. Algunos microRNA previenen la síntesis de proteínas a partir de los mRNA 
específicos y se denominan RNA de interferencia (siRNA). Los miRNA son codificados 
por genes, pero no se traducen a proteínas. Como se mencionó, éstos se sintetizan por la 
RNA polimerasa II y más tarde se les añaden el casquete 5” y la cola poli-A. Estos RNA 
se pliegan formando largas estructuras tipo horquillas, reconocidas en el ser humano por 
la proteína DGCR8, la cual recluta la enzima Drosha formando un complejo de 
microprocesamiento. Esta enzima es una endonucleasa que degrada la estructura tipo 
horquilla del pre-miRNA, lo que forma un precursor que se transporta fuera del núcleo 
por medio de la exportina 5. En el citoplasma, el pre-miRNA se procesa por la enzima 
Dicer (cortadora), que libera la forma madura del miRNA. A través del mismo 
mecanismo se forman los siRNA. Una vez que obtienen las formas maduras de los 
miRNA o siRNA, éstas se aparean con la secuencia complementaria en la región 3” no 
traducida (3° UTR) de mRNA específicos para inducir su degradación o el silenciamiento 
de la traducción de estos mRNA (o ambas cosas). 
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Las bibliotecas de cDNA son colecciones representativas 
de los mRNA celulares 


Debido a los procesos de la transcripción y empalme, los mRNA son versiones 
abreviadas y depuradas de la información génica, sin intrones ni “DNA basura”. Al 
menos en lo que respecta a los genes cuyos productos son proteínas, podría considerarse 
que una población de mRNA es una versión “resumida” y “útil” de la información del 
genoma, aunque limitada a los genes que se expresan en la célula o tejido de donde 
proviene esa población de mRNA. Esta última limitación también tiene una ventaja, pues 
si se pudiesen tener catalogados (con su respectiva secuencia de nucleótidos) todos lo 
mRNA, desde los más abundantes hasta los más raros que una célula o tejido produjera 
en un momento dado, se podría saber cuáles son los genes mínimos necesarios para 
mantener el fenotipo de esa célula o tejido en particular. En principio, la comparación de 
estos catálogos podría revelar cuáles genes son los que determinan las diferencias 
fenotípicas de gran trascendencia biológica y médica, como las que hay entre una célula 
cancerosa y otra normal, o entre una neurona y una célula glial, o entre un linfocito 
inactivo y uno activado, por ejemplificar sólo unas cuantas. De ahí que hoy en día se 
realice un gran esfuerzo científico por generar esos catálogos de poblaciones completas 
de mRNA, las llamadas “bibliotecas de EST” (siglas en inglés de expressed sequenced 
tags). Además, estos “catálogos” serán de gran utilidad para la identificación inequívoca 
de los genes en la secuencia del genoma humano. 

Un paso indispensable para generar esos catálogos es la clonación molecular de los 
mRNA, para lo cual es fundamental convertir cada uno de ellos en su copia de DNA de 
doble cadena, llamada cDNA o DNA complementario (al mRNA). Esta conversión de los 
mRNA en sus copias de cDNA es un paso obligado para poder ligarlos y propagarlos en 
los vectores de clonación de que hoy se dispone. El nombre que se les da a estas 
colecciones de clonas de cDNA, derivados de los mRNA de una célula o tejido en 
particular, es el de bibliotecas de cDNA. Para la purificación de los mRNA, fracción 
minoritaria del RNA celular total, y su ulterior conversión en cDNA, se utiliza una de sus 
modificaciones pos transcripcionales, la cola de poli-A del extremo 3” (figura 30-24). Una 
biblioteca de cDNA óptima e ideal es aquella en la que están representados todos y cada 
uno de los mRNA de la muestra original, pues ésta sería el catálogo completo de sus 
mRNA. Las bibliotecas de EST son bibliotecas de cDNA, en las cuales todas las clonas 
han sido secuenciadas por sus extremos. Estas secuencias se archivan en bases de datos, 
las cuales podrían considerarse un catálogo de todos los genes (conocidos y 
desconocidos) expresados en el tejido o célula de donde se extrajo el mRNA usado para 
la síntesis del cDNA. 
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Figura 30-24. Bibliotecas de cDNA. A) La purificación de los mRNA se logra fácilmente gracias a las colas de 
poli-A que este tipo de RNA tiene en sus extremos 3°. Para ello, se utiliza una matriz sólida que tiene unido 
covalentemente un oligonucleótido de politimidinas (oligo-dT), el cual es complementario a las colas de poli-A. Al 
pasar una mezcla de RNA celular total, sólo los mRNA se aparean con el oligo-dT, mientras que los otros RNA se 
eliminan al lavar la matriz. Finalmente, un cambio de salinidad causa que los mRNA se desapareen del oligo-dT y 
puedan ser usados para la síntesis de sus DNA complementarios (cDNA). B) Para convertir el mRNA en su 
cDNA se utiliza a la transcriptasa reversa, que es una polimerasa de DNA dependiente de RNA (véase capítulo 
28). Con un cebador de oligo-dT (pasos 1 a 2) se genera una cadena de DNA que es complementaria al mRNA. 
Esta primera cadena de DNA sirve de molde para la síntesis de una segunda cadena, para lo cual se necesita 
introducir una “cola” de poli-G en el extremo 3” de la primera cadena (paso 3). Esta cola de poli-G sirve para el 
apareamiento de un cebador de oligo-dC, a partir del cual se sintetiza la segunda cadena (pasos 4 y 5). Nótese que 
en este punto del proceso, el mRNA ha sido completamente convertido en su DNA complementario, en el que la 
segunda cadena corresponde a la secuencia del mRNA original, es decir, es la cadena codificadora. Para poder 
ligar este cDNA en un vector de clonación (que puede ser un vector de expresión, véase el texto), es necesario 
que sus extremos sean compatibles con los sitios de restricción del vector. Para ello, primero se pegan 
fragmentos cortos de DNA (linkers) que contienen los sitios de reconocimiento de una endonucleasa de 
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restricción, por lo general la EcoRI. Al cortar el vector y el cDNA (con sus linkers ya pegados) con EcoRI, se 
producirán extremos compatibles para la ligación del inserto (cDNA) y del vector (pasos 7 y 8). En vista de que 
los cDNA sintetizados en los pasos anteriores podrían contener sitios EcoRI endógenos, es necesario 
“bloquearlos” antes de añadir la EcoRI. Esto se logra mediante la metilación de los sitios EcoRI internos con la 
metilasa EcoRI, lo cual causa que se hagan resistentes a la digestión por la endonucleasa EcoRI (paso 6). Una vez 
que se han ligado el vector y el cDNA, esta nueva molécula de DNA recombinante se propaga en un huésped 
adecuado (paso 9). 


Un reto aún mayor es identificar cada una de las clonas de la biblioteca o la clona de un 
mRNA en particular. Para ello se han usado variadas e ingeniosas técnicas de tamizaje o 
búsqueda, entre las que se mencionan la clonación por expresión y la hibridación con 
sondas de DNA. En ambos casos, el investigador se vale de la información obtenida 
antes acerca de la proteína cuyo mRNA/ cDNA se intenta clonar. Por ejemplo, para la 
hibridación, puede usarse un DNA sintético cuya secuencia se haya inferido de la 
secuencia polipeptídica de la proteína. Para la clonación por expresión es necesario haber 
construido la biblioteca de cDNA en un vector de expresión (genética). Este tipo de 
vectores son posibles gracias al uso heterólogo de promotores de las RNA polimerasas. 
Cuando los vectores de expresión se propagan en el huésped adecuado, también 
transcriben y traducen el cDNA que llevan clonado, produciendo la proteína codificada 
en ese cDNA. Ya que las bibliotecas construidas en vectores de expresión producen las 
proteínas codificadas en los cDNA clonados, éstas pueden identificarse, ya sea con 
anticuerpos obtenidos antes contra la proteína, o mejor aún, ensayando su actividad 
biológica. Este último abordaje, la clonación por expresión haciendo búsquedas mediante 
el ensayo biológico, ha permitido la clonación de genes de gran relevancia médica, por 
ejemplo, las interleucinas y factores tróficos mediadores de la respuesta inmunitaria, 
entre otros. 


RERA clínico 


Ejemplo de enfermedad asociada a defectos en la transcripción 


La RNA polimerasa II inicia la transcripción y luego se detiene después de transcribir 20-50 nucleótidos, esto establece un control 
adicional de la transcripción pues evita la transcripción de genes cuyos productos no son necesarios para la célula. Así, la 
elongación subsecuente del transcrito depende de que la polimerasa puede ser liberada del arresto por factores específicos que 
facilitan la elongación. La proteína AIRE (autoimmune regulator) codificada por el gen del mismo nombre, es un factor de 
transcripción que estimula la elongación de los transcritos mediante la liberación de las RNA polimerasa tipo II previamente 
arrestadas. El gen AIRE se expresa principalmente en las células del epitelio medular del timo (CEM s) lo que permite la expresión 
de un amplio repertorio de genes que codifican antígenos (proteínas) que son típicos de los tejidos periféricos y esto resulta en la 
expresión de antígenos ectópicos en el timo embrionario donde pueden ser presentados a las poblaciones de linfocitos T en proceso 
de maduración. Resultado de lo anterior es la eliminación de la mayoría de las clonas autoreactivas de linfocitos T (o sea, aquellas 
clonas capaces de reconocer antígenos propios del organismo) mediante la interacción entre dichos antígenos y receptores de 
muerte presentes en la membrana de los linfocitos T, cuya activación induce la apoptosis o muerte celular programada (por 
ejemplo, el receptor Fas). De esta manera se establece la tolerancia inmunológica para la mayoría de los antígenos propios del 
organismo y se evita la autoinmunidad. Sin embargo, mutaciones que afectan al gen AIRE pueden causar un síndrome hereditario 
autosómico recesivo conocido como poliendocrinopatía autoinmune tipo I, debido a que durante el desarrollo embrionario de los 
individuos afectados las CEMs expresan solamente un porcentaje reducido de antígenos periféricos y por lo tanto, en la etapa 
postnatal los individuos afectados desarrollan múltiples clonas de células autoinmunes dirigidas contra diversos tejidos propios, 
debido a que los linfocitos T precursores de tales clonas no fueron eliminados durante el periodo embrionario. 
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o Preguntas de reforzamiento 


1 ¿Con respecto a la RNA polimerasa TI cuál es la marca bioquímica que sirve para distinguir entre la fase de inicio y la fase de 
elongación de la transcripción? 


Respuesta: la presencia de residuos fosforilados de serina en el domino carboxilo terminal (CTD) de la enzima. 


2 ¿Cuál de los factores generales de la transcripción que forma parte del aparato general de la transcripción asociado a la RNA 
polimerasa II es determinante para indicar la dirección o sentido de la transcrip ción? 


Respuesta: el factor TFIIB. 


3 El TFIIH es un componente fundamental tanto del aparato general de la transcripción como también del mecanismo de 
reparación del DNA por escisión de nucleótidos ¿Cuál es la actividad molecular del TFIIH que es necesaria para ambos procesos? 


Respuesta: su actividad de helicasa. 


Á Por lo general la palabra gen se asocia con una secuencia nucleotídica que codifica para una o varias proteínas, pero también 
existen genes que codifican para diferentes tipos de RNA que no son traducidos en proteína. Entonces, ¿la mayor parte del RNA 
presente dentro de una célula eucariótica codifica para proteínas? 


Respuesta: no, menos del 5% del RNA intracelular corresponde a mRNA que se traduce en proteínas mientras que 
aproximadamente el 85% del RNA intracelular es ribosómico. 


5 A diferencia de la mayoría de los transcritos primarios cuyo empalme (splicing) es catalizado por RNA, el empalme de los pre- 
tRNAs de eucariotas es catalizado por proteínas. Sin embargo, los tRNAs maduros son necesarios para la síntesis de proteínas y 
sin proteínas no se pueden generar tRNAs maduros. Luego entonces, ¿existe alguna evidencia de que en etapas tempranas de la 
evolución de la vida haya sido posible empalmar los pre-tRNAs sin la participación de proteínas? 


Respuesta: sí, pues en el caso de algunos pre-tRNAs de bacterias ocurren reacciones de empalme mediadas por intrones 
autocatalíticos del tipo I (hasta la fecha los únicos casos descritos de intrones en bacterias). 
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Capii 31 
* 0% Traducción: sintesis 
0 e° biológica de las proteínas 


Fernando López Casillas, Nimbe Torres y Torres, Armando Roberto Tovar Palacio 


e Traducción de la información codificada en secuencias de ácidos nucleicos 

+ El código genético consta de 64 tripletes o codones 

e Entre los codones no hay traslape ni marcas de puntuación 

e La degeneración del código genético significa una pérdida de información 

e El código genético es prácticamente universal 

+ El RNA de transferencia es el intérprete esencial para traducir la información contenida en los RNA mensajeros 

e Las estructuras tridimensionales de los tRNA son cruciales para sus funciones 

e La degeneración del código genético permite el bamboleo entre el codón y el anticodón 

e La reacción de aminoacilación de los tRNA ocurre en dos pasos 

e Las aminoacil-tRNA sintetasas son enzimas muy precisas con mecanismos correctores, que verifican la especificidad de la unión 
del aminoácido al tRNA 

e Las aminoacil-tRNA sintetasas eligen el tRNA correcto discriminando diversas características estructurales del tRNA 
+ El ribosoma es la maquinaria macromolecular donde se construyen las proteínas 


e Composición de los ribosomas 
e Estructura del ribosoma 


e Inicio de la traducción en E. coli 

e Las proteínas nacientes de E. coli tienen formilmetionina en su extremo amino 

e Elongación de la traducción en £. coli 

e La entrada del aminoacil-tRNA en el sitio a determina la fidelidad de la traducción 

e La actividad de peptidiltransferasa de la subunidad de 508S cataliza la formación del enlace peptídico 
e El EF-G*GTP cataliza el paso final de la reacción de translocación 

e Terminación de la traducción en E. coli 

e Los polisomas revelan la múltiple traducción simultánea de un mismo mRNA 

e Los pasos de la traducción en los ribosomas de los eucariotas son semejantes a los de £. coli 

e Los antibióticos suelen interferir en la traducción en forma específica 


> clave 


Í La síntesis de proteínas se lleva a cabo por medio del proceso de traducción, el cual tiene lugar en los ribosomas, que son 
complejos formados por varias proteínas y RNA ribosomales (rRNA). 


2 En los ribosomas el triplete del anticodón del RNA de transferencia que tiene unido de forma covalente un aminoácido en la 
terminación 3” por medio de la aminoacil RNAt sintetasas, se une al triplete codón complementario del RNA mensajero que va 
estableciendo la secuencia de la cadena polipeptídica que se va formando en los ribosomas. 
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3 Existe un código genético que establece que tripletes del codón complementario del RNA mensajero (mRNA) codifican para un 
aminoácido específico, lo que permite formar la cadena polipeptídica correcta codificada en el correspondiente RNA mensajero. Se 
ha establecido que este código es degenerado, ya que para la mayoría de los aminoácidos están codificados por dos o más codones. 
Existen codones que indican el sitio de inicio y de terminación de la traducción. 


4 En los ribosomas se lleva a cabo la formación del enlace peptídico que ocurre entre dos aminoácidos, necesario para la formación 
de un polipéptido. 

5 El proceso de traducción se realiza por medio de un proceso de inicio, uno de elongación de la cadena polipeptídica y uno de 
terminación que están regulados por factores proteínicos específicos de cada etapa. 

6 Muchos antibióticos y toxinas son inhibidores de alguno de los procesos de la síntesis de proteínas. 

7 Para usar la información almacenada en el genoma y transcrita en los mRNA es indispensable su conversión o traducción en 
polipéptidos. 


8 En el estudio de los polímeros informacionales, se denomina traducción al proceso mediante el cual la secuencia de nucleótidos de 


los mRNA se usa para la síntesis de polipéptidos. Esta síntesis se lleva a cabo en los ribosomas, maquinarias macromoleculares 
compuestas de diversas proteínas y rRNA. En el ribosoma, y con la ayuda de los RNA de transferencia (tRNA), es donde las 
secuencias de los mRNA se usan para determinar las secuencias de los polipéptidos sintetizados. En este capítulo se presenta 
cómo estas tres especies de RNA y varios factores proteicos asociados llevan a cabo la traducción. 


1116 
booksmedicos.org 


Traducción de la información codificada en secuencias 
de ácidos nucleicos 


En el capítulo 25 se enfatizó que la información genética contenida en la secuencia de 
nucleótidos del DNA fluye, usando como intermediarios los mRNA, hacia las proteínas, 
manteniendo una colinealidad y direccionalidad de secuencias (figuras 25-3 y 25-4). 
Durante la transcripción se mantiene la colinealidad de secuencias del DNA al RNA y 
existe correspondencia entre los cuatro desoxirribonucleótidos del DNA y los cuatro 
ribonucleótidos del RNA; la secuencia del RNA transcrito corresponde a la de la cadena 
codificadora del DNA (figuras 29-3 y 29-4). Ya que tanto el DNA como el RNA están 
compuestos de sólo cuatro distintos monómeros, la correspondencia entre sus secuencias 
es de l a 1, pues a un desoxirribonucleótido le corresponde un ribonucleótido: dA —> A, 
dC > C, dG > G y dT > U. La situación es muy diferente entre el mRNA y las 
proteínas: el alfabeto químico del primero es de cuatro nucleótidos, mientras que el 
alfabeto de las segundas es de 20 aminoácidos. Además, al no haber una correspondencia 
l a 1 entre sus posibles bloques constituyentes, existe otra diferencia relevante: su distinta 
naturaleza química. Así, para convertir la información de los ácidos nucleicos en 
proteínas, la célula debe efectuar una complicada traducción, en la que se requiere una 
molécula adaptadora que “interprete” ambos lenguajes: el RNA de transferencia (tRNA). 
Además, se necesita un código o diccionario que traduzca secuencias codificadas 
combinando las cuatro bases del RNA en secuencias escritas con los 20 aminoácidos. 
Este código o diccionario es el llamado código genético. 
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El código genético consta de 64 tripletes o codones 


Para crear un código que especifique de manera inequívoca la relación entre las cuatro 
bases del RNA y los 20 distintos aminoácidos, se necesita establecer combinaciones de 
secuencia de cuando menos tres nucleótidos. Si se combinan las cuatro bases del RNA en 
arreglos de tres, se obtienen 64 combinaciones (4 x 4 x 4 = 64). Con arreglos de dos 
nucleótidos se producen sólo 16 distintas combinaciones (4 x 4 = 16), las cuales son 
insuficientes para definir sin ambigiedad los 20 aminoácidos; de ahí que el código 
genético se base en 64 tripletes o codones que consisten en tres nucleótidos cuyas 
secuencias se escriben en el sentido 5” — 3”, y cada uno de ellos tiene una traducción 
inequívoca en algún aminoácido o señal de terminación de la síntesis de las proteínas 
(cuadro 31-1). Al haber 64 posibles codones, que exceden el número mínimo requerido de 
20, existiría la posibilidad de que sólo 20 codones fueran útiles y que los otros 44 no 
codificaran ningún aminoácido. El hecho es que esos 44 tripletes adicionales se usan para 
codificar de manera repetida algunos aminoácidos e indicar la terminación de la 
traducción. Debido a que existe redundancia de claves para ciertos aminoácidos —es 
decir, algunos aminoácidos son codificados por más de un codón-, se dice que el código 
genético es degenerado. Nótese, por ejemplo, que para cada uno de los aminoácidos 
leucina, arginina y serina existen seis codones diferentes (cuadro 31-1). El código para 
otros aminoácidos tiene menor grado de degeneración; por ejemplo, existen cuatro 
distintos codones para cada uno de los siguientes: valina, prolima, treonina, alanina y 
glicina. En cambio, la metionina y el triptófano sólo tienen un codón, y son los únicos 
aminoácidos para los cuales no hay degeneración en el código genético. Sin embargo, 
existe un proceso denominado sesgo de codones, en el cual se ha observado que para un 
aminoácido particular se utiliza con mayor frecuencia un codón específico que el resto de 
los codones que también lo codifican. Es importante hacer notar que tres codones, UAA, 
UAG y UGA, no codifican aminoácidos, sino señales de terminación (o stop). Durante la 
traducción, estos tripletes se interpretan como una señal de que la síntesis de la proteína 
en construcción ha llegado a su final, es decir, que ya no deben añadirse más 
aminoácidos. 


Cuadro 31-1. El código genético 


U Phe Ser Tyr Cys 


U 
Phe Ser Tyr Cys C 
Leu Ser Terminación Terminación A 
Leu Ser Terminación Trp G 
Leu Pro His Arg U 
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C Leu Pro His Arg C 
Leu Pro Gln Arg A 

Leu Pro Gln Arg G 

Ile Thr Asn Ser U 

Ile Thr Asn Ser C 

A Ile Thr Lys Arg A 
Met! Thr Lys Arg G 

Val Ala Asp Gly U 

Val Ala Asp Gly C 

G Val Ala Glu Gly A 
Val Ala Glu Gly G 


l El codón AUG constituye la señal de iniciación de la traducción y también codifica a las metioninas internas de la proteína. 
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+1 20 40 


| 
ACA ITT GCT TCT GAC ACA ACT GIG TTC ACT AGC AAC CTC AAA CAG ACA CC ATG GIG CAC 
Met Val His 


60 80 100 


| | | 
CIG ACT CCT GAG GAG AAG TCT GCC GIT ACT GCC CTG TGG GGC AAG GTG AAC GTG GAT GAA 
Leu mh Po Gu Gu tys Ser Ala Val Tw Aa Leu Tp Gly Lys Val Asn Val Asp Glu 


120 140 160 

| | | 

GGT GGT GGT GAG GCC CTG GGC AG GT TGG TAT CAA GGT TAC AAG ACA GGT TTA AGG AGA 
va Gly Gly Glu Ala Lou Gly Ar 


180 200 220 


| | | 
CCA ATA GAA ACT GGG CAT GTG GAG ACA GAG AAG ACT CTT GGG TIT CTG ATA GGC ACT GAC 


240 260 280 


| | | 
TCT CTC TGC CTA TTG GTC TAT TIT CCC ACC CTT AG G CTG CTG GTG GTC TAC CCT TGG ACC 
= Leu Lou Val Val Ty Pro Tp Thr 


300 320 340 


| | 
CAG AGG ATT TIT GAG TCC TIT GGG GAT CTG TOC ACT CCT GAT GCT GTT ATG GGC ACC CCT 
Gin Ag Phe Phe Glu Se Phe Gy Asp Leu Ser mr Pro Asp Ala Val Met Gy Asn Pro 


360 380 400 


| | | 
AAG GTG AAG GCT CAT GGC AAG AAA GTG CTC GGT GCC TIT AGT GAT GGC CTG GCT CAC CTG 
Lys Val Lys Aa His Gy Lys Lys Val Leu Gy Aa Pho Ser Asp Gly Leu Ala His Leu 


420 440 460 


| | | 
GAC AAC CTC AAG GGC ACC TIT GOC ACA CTG AGT GAG CTG CAC TGT GAC AAG CTG CAC GTG 
Asp Asn Lou Lys Gly Phe Phe Aa Thr Leu Sor Glu Lou His Cys Asp Lys Lou His Val 


480 500 520 
GTG AGT CTA TGG GAC CCT TGA TGT TIT OTT TCC CCT TCT TMT 
540 560 580 
| | | 
CTA TGG TTA AGT TCA TGT CAT AGG AAG GGG AGA AGT AAC AGG GTA CAG TIT AGA ATG GGA 
600 620 640 
| | | 
AAC AGA CGA ATG ATT GCE TCA GTG TGG AAG TCT CAG GAT CGT TIT AGT TIC TIT TAT TTG 
660 680 700 
CTG TIC ATA ACA AT GTT MC TIT TGT TA AT CMT GCT TIC TIT TMT TTT CTT CTC coc 
720 740 760 


| | 
AT TIT TAC TAT TAT ACT TAA TGC CIT AAC AMT GTG TAT AAC AAA AGG AAA TAT CTC TGA 


Figura 31-1. Transcrito primario de la cadena f de la hemoglobina humana. Esta secuencia corresponde al gen de 
la cadena $ de la hemoglobina humana, cuya transcripción inicia con la base de la posición +1. Incluyendo a +1, 
todos los nucleótidos río abajo de esta posición hasta el nucleótido 1 606, sitio donde termina la transcripción, 
forman el transcrito primario (mayúsculas), también llamado precursor del mRNA (pre mRNA) de la cadena f3 de 
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la hemoglobina. Las bases río arriba de +1 constituyen parte del promotor y, al igual que todas la bases que 
siguen de 1 606, son partes no transcritas del gen. El pre mRNA contiene tres exones (subrayados) y dos 
intrones, los cuales son eliminados durante el empalme para dar lugar a la forma madura del mRNA (figura 31- 
2). Nótese que en los extremos 5” y 3” de los intrones se localizan los dinucleótidos GU y AG, secuencias 
consenso de los sitios donadores y aceptores, respectivamente, del empalme o splicing (capítulo 29). Las bases A 
que se ubican en una secuencia óptima para funcionar como sitios de ramificación (figura 30-14) están en las 
posiciones 226 y 236 en el primer intrón y en la posición 1 313 en el segundo y se señalan con flechas. Una 
secuencia consenso para la poliadenilación del pre mRNA se localiza en los nucleótidos 1 582 a 1 590 y se señala 
con asteriscos. Debajo de las secuencias de los exones se han alineado los aminoácidos que dictan al marco 
abierto de lectura de lo que será el mRNA maduro. 
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780 800 820 


| | | 
GAT ACA TTA AGT AAC TIA AAA AAA AAC TIT ACA CAG TCT GCC TAG TAC ATT ACT AMT TGG 


840 860 880 


| | | 
ATT ATA TGT CTG CTT ATT TGC ATA TMC ATA ATC TCC CTA OnT TAT M CTT TIA M TA 


900 920 940 
| | | 
ATT GAT ACA TAA TCA TTA TAC ATA TIT ATG GGT TAA AGT GTA ATG TIT TAA TAT GTG TAC 


960 980 1 000 
| l | 
ACA TAT TGA CCA AAT CAG GGT AAT GCA TIT GTA ATT TTA AAA AAT GCT TIC TIC TIT 


1020 1040 1060 
| | | 
TAA TAT ACT M TIG M ATC TIA TIT CTA ATA CM TOC CTA AC TCT TIC TIT CAG GGC 


1 P 1100 1120 
| | 
AAT AAT GAT ACA ATG TAT CAT GOC TCT TTG CAC CAT TCT AAA GAA TAAA CAG TGA TAA TIT 


1140 1160 1180 
| | | 
CTG GGT TAA GGC AAT AGC AAT ATT TCT GCA TAT AAA TAT TIC TGC ATA TAA ATT GTA ACT 


1 200 1220 1240 
| | | 
GAT GTA AGA GGT TIC ATA TIG CTA ATA GCA GCT ACA ATC CAG CTA CCA TIC TGC MT TAT 


1260 1280 1300 | 
| | | 
TIT ATG GTT GGG ATA AGG CTG GAT TAT TCT GAG TCC AAG CTA GGC CCT TIT GCT AAT CAT 


1320 1340 1 360 
l l | 
GGT CAT ACC TCT TAT CTT CCT CCC AC AG CTC CGT GGC ACC GTG CTG GTC TGT GTG CTG 
Leu Leu Gy Asn Val Leu Val Cys Val Leu 


1380 1400 1420 

| | | 
GCC CAT CAC TIT GGO AAA GAA TTC ACC CCA CCA GTG CAG GCT GOC TAT CAG AAA GTG GTG 
Ala His His Phe Gly Lys Glu Phe Ter Pro Pro Val Gn Aa Ala Tyr Gin Lys Val Val 


1440 1460 1480 


| 
-GCT GGT GTG GCT AAT GCC CTG GCC CAC AAG TAT CAC TAA GC _TCG CTT ICT. IGC TGT CCA 
Ala Giy Val Ala Asn Ala Leu Aa His Lys Tyr His TERM 


1500 1520 1540 


at taa at at it ē gaa tat mM at aaa aag gga atg toga gag ga a ga mW aa 


aca laa aga aa gat gag cg tte aaa cct tog gaa aat aca ca tat ct aaa cc cat 
Figura 31-1. Continuación. 


Cuando existen varios codones para un mismo aminoácido, sus secuencias no son 
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dictadas al azar. Por ejemplo, obsérvese que sólo la tercera posición de los cuatro 
codones que codifican la glicina exhibe variación: GGU, GGC, GGA y GGG. De hecho, 
podría decirse que en el triplete GGN (en el cual N puede ser cualquiera de las cuatro 
bases del RNA), que codifica glicina, sólo las dos primeras bases determinan la 
especificidad para este aminoácido. Semejante situación se observa para los aminoácidos 
con codones redundantes: las dos primeras posiciones del codón son las más relevantes 
para la especificidad del aminoácido codificado. El hecho de que para muchos de éstos la 
tercera posición de sus codones pueda presentar variabilidad tiene la ventaja evolutiva de 
minimizar los daños que una mutación podría ocasionar. Una transición de bases que 
cambiase el codón CCU en CCC sería una mutación silenciosa; es decir, no afectaría la 
estructura primaria de la proteína codificada por ese gen, pues ambos codones, el original 
y el mutado, se traducen como prolina. En el caso de la hemoglobina mutante, factor 
causal de la anemia de células falciformes (figura 25-3), la mutación ocurre en la segunda 
posición del codón GAG, cambiándolo a GUG, triplete que introduce una valina en el 
lugar donde se encuentra un glutamato, lo que genera un cambio grave que afecta las 
propiedades bioquímicas de la hemoglobina. 
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Entre los codones no hay traslape ni marcas de 
puntuación 


Con la información del código genético y de la secuencia de nucleótidos de un mRNA 
(que por lo general se infiere de su cDNA, figura 29-24) puede deducirse la estructura 
primaria de la proteína codificada en ese mRNA. Sin embargo, para ello es necesario 
tener en cuenta ciertas propiedades universales del proceso de la traducción: 1) la síntesis 
del polipéptido se inicia con su extremo amino y termina con su extremo carboxilo; 2) el 
mRNA se traduce en el sentido 5? —> 3”, o dicho de otra manera, el marco abierto de 
traducción (o de lectura) tiene orientación 5” — 3”; 3) el codón de inicio suele ser AUG 
(aunque hay excepciones, poco frecuentes, a esta regla), y 4) los codones se traducen sin 
traslape ni espacios o marcas de puntuación entre ellos; es decir, triplete tras triplete, 
hasta encontrar una señal de terminación. Un ejemplo se muestra en las figuras 31-1 y 31-2, 
en las cuales se ilustran las secuencias de nucleótidos del precursor (el transcrito 
primario) y del mRNA maduro de la cadena B de la hemoglobina humana, de manera 
respectiva. El pre-mRNA está compuesto por tres exones y dos intrones, con un total de 
1 606 bases (figura 28-4), mientras que el mRNA maduro que resulta del empalme de los 
tres exones tiene tan sólo 624 nucleótidos, los cuales codifican una proteína de 147 
aminoácidos (la proteína madura tiene 146 residuos; véase más adelante). En este 
ejemplo, la síntesis de la cadena B de la hemoglobina empieza con el primer codón AUG 
presente en el mRNA, cuya posición determina cuál de las tres posibles secuencias de 
tripletes contenidas en el mRNA será la utilizada por el ribosoma para sintetizar la 
proteína. El hecho de que el primer AUG sea el codón inicial del marco abierto de lectura 
(nucleótidos 51, 52 y 54, figura 31-2) también determina que una metionina sea el residuo 
del extremo amino terminal, es decir, el primer aminoácido del polipéptido sintetizado. 
Después del AUG inicial, el siguiente codón que se lee es GUG (valina), el tercero es 
CUG (leucina), el cuarto es ACU (treonina), y así hasta llegar al triplete UAA 
(nucleótidos 492 a 494, figura 31-2), que es una señal de terminación de la síntesis del 
polipéptido. Es importante mencionar que, tanto en procariotas como en eucariotas, con 
frecuencia la metionina inicial del péptido recién sintetizado se elimina de forma 
postraduccional, de manera que el extremo amino terminal de la proteína madura no es 
metionina. Por ejemplo, en la cadena de la hemoglobina, el residuo amino terminal es la 
valina codificada por el segundo codón del marco abierto de lectura. Nótese que la 
“lectura” del marco abierto de traducción o marco abierto de lectura (traducción del 
inglés: open reading frame u ORF) se hace por tripletes contiguos o adyacentes. La 
traducción prosigue de esta manera hasta encontrar un triplete de terminación. La 
elección del marco abierto de lectura es importante, pues dependiendo de cuál de los tres 
posibles grupos de tripletes sea el traducido, un mRNA podría dirigir la síntesis de tres 
distintos polipéptidos tal y como se ilustra en la figura 31-3. Sin embargo, lo usual es que 
sólo el marco abierto de lectura que inicie con un triplete AUG se utilice para síntesis 
polipeptídica. Se ha observado que si la lectura del mRNA fuera al azar y no iniciando 
con el triplete AUG se encontraría un codón de terminación alrededor de cada 20 
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codones. En los mRNA monocistrónicos de los eucariotas, esta AUG suele ser la primera 
secuencia de bases disponible en el mRNA. En el caso de los mRNA policistrónicos de 
procariotas, cada proteína proviene de un marco abierto de lectura distinto, cada uno con 
un AUG inicial y su triplete de terminación final y todos ellos con orientación 5’— 3” 
(figura 28-5). En secciones posteriores de este capítulo se presenta el mecanismo mediante 
el cual se selecciona, de entre los muchos tripletes AUG que pueda haber en un mRNA, 
el triplete que inicie el marco abierto de lectura funcional para la síntesis polipeptídica. 
Igual de importante es que el marco abierto de lectura no se pierda ni cambie, lo cual 
podría ocurrir por mutaciones en el gen (figura 26-4). Por ejemplo, una mutación de la 
cadena $ de la hemoglobina que insertase un nucleótido extra en el cuarto codón (figura 
31-3, MRNA II) cambiaría la secuencia del péptido traducido a partir del cuarto 
aminoácido, y lo que es peor, como el séptimo codón es una señal de terminación, la 
síntesis terminaría de modo prematuro. 
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+1 


| 
GACAUUUGCUUCUGACACAACUGUCUUCACUAGCAACCUCAAACAGACACC AUG GUGCAC 


Met Val His 
60 


| 
CUGACUCCUGAGGAGAAGUCUGCGGUUACUGCCCUGUGGGGCAAGGUGAACGUGGAUGAA 
LeuThrProGluGlulysSe rAlaValThr Alal euTrpGlyLysV alAsnValAspGlu 


120 


| v 
GUUGGUGGUGAGGCCCUGGGCAGGCUGCUGGUGGUCUACCCUUGGACCCAGAGGUUCUUU 


ValG lyGlyGluA laLeuGlyArgl euleuValVa ITyrProTrpThrGinArgPhePh e 
A 


180 
| 
GAGUCCUUUGGGAUCUGUCCACUCCUGAUGCAGUUAUGGGCAACCCUAAGGUGAAGGCU 


GluSerPheGlyA spLeuS erThrProAspAlaVa IMetGlyAsn ProLysVally sAla 


240 


| 
CAUGGCAAGAAAGUGCUCGGUGCCUUUVAGUGAUGGCCUGOCUCACCUGGACAACCUCAAG 


HisGlylysLysValleuG lyAlaPheSe rAspGlylLeuAlaHisLeuAspAsnLeulys 


300 


| 
GGCACCUUUGCCACACUGAGUGAGCUGCACUGUGACAAGCUGCACGUGGAUCCUGAGAAC 


GlyThrP heAlaThrLeuSerG luLeu His CysAs plysLeuHisValAspProGluAsn 


360 


| v 
UUCAGGCUCCUGGGCAACGUGCUGGUCUGUGUGCUGGCCCAUCACUUUGGCAAAGAAUUC 


PheArgleuLeuGlyAsnValleuValCysVal LeuAlaHisHisPheGl ylysGl uPhe 
A 

420 

| 

ACCCCACCAGUGCAGGCUGCCUAUCAGAAAGUGGUGGCUGGUGUGGCUAAUGCCCUGGCC 


ThrProPro ValGInAlaAl aTyrGinL ysValV alAlaGlyVa IAlaAs nAlaLeuAla 


480 


| 
CACAAGUAUCAC UAA GCUCGCUUUCUUGCUGUCCAAUUUCUAUUAA AGGUUCCUUUGUUC 


HisLysTyrHis TERM 


540 


| 
CCUAAGUCCAACUACUAAACUGGGGGAUAUUAUGAAGGGCCUUGAGCAUCUGGAUUCUGC 


600 


| 
CUAAUAAAAAACAUUUAUUUUCAUUGCAARAAAAAAARA ARA |A A ARA (A) a 


Figura 31-2. mRNA de la cadena p de la hemoglobina humana. La forma madura del mRNA de la cadena f de la 
hemoglobina, que se origina a partir del precursor que se ilustra en la figura 31-1, es el resultado de los procesos 
de maduración de los mRNA eucarióticos: la adición del casquete, de la “cola de poliadeninas” (An) y la 
eliminación de los intrones (empalme). De ahí que el mRNA maduro sea más corto que el pre mRNA y contenga 
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bases no transcritas, tales como la G modificada en el extremo 5” (el casquete), que precede al primer nucleótido 
transcrito (+1), y la secuencia de poliadeninas en el extremo 3” (capítulo 30). La cadena $ de la hemoglobina 
inicia su traducción con el primer triplete AUG (nucleótidos 51, 52 y 53), la cual corresponde al inicio del marco 
abierto de lectura (subrayado), a partir del cual el ribosoma “leerá” la secuencia del mRNA en bloques de 3 
nucleótidos, los codones, hasta encontrar un triplete de terminación (en este ejemplo: la UAA ubicada en 492- 
494), con la que se termina o cierra el marco abierto de lectura. Las secuencias del mRNA localizadas fuera del 
marco abierto de lectura se llaman los “extremos no traducidos” del mRNA; al lado 5” de la AUG inicial está el 
extremo 5” no traducido y al lado 3° de la UAA final se encuentra el extremo 3” no traducido. 


1 9 12 15 18 21 24 27 30 
mRNA | CAGACACCAUGGUGCACCUGACUCCUGAGGAG 


CAGACACCAUGGUGCACCUGACUCCUGAGGAG 
ODOMA | USE | AULA | AD | MERGE | AS Y BA | 


SecuencaA “Gm Thr Pro Tp Cys Thr TERM 
CAGACACCAUGGUGCACCUGACUCCU AGGAG 
Secuencia B Arg His His Gly Ala Pro Asp Ser TERM 
CAGACACCAUGGUGCACCUGACUCCUGAGGAG 
Socuóñda o ¡Sata [a | a [at O | a | E Y a | a | a 
Asp Pro Met Val His Leu Thr Pro Glu Glu 
CAGACACCAUGGUGCACCUGACUCCUGAGGAG 
s E de a 
Secuencia D Met Val His Leu Thr Pro Glu Glu 
Inserción de C 
1 9 12 15 418 21 24 27 30 
mRNA Il CAGACACCAUGGUGCACCUGACUCCUGAGGAG 
TES | As a A. E A A 
Secuencia E Met Val His Pro Asp Ser TERM 
= Deleción de G 
1 9 12 15 18 24 27 30 
mRNA Ill CAGACACCAUGGUGCACCUACUCCUGAGGAG 
rl diia 
Secuencia F Met Val His Pro Thr Pro Glu Glu 


Figura 31-3. Un RNA mensajero podría “leerse” en tres distintos marcos abiertos de traducción. En vista de que 
durante la traducción los nucleótidos se leen en bloques de tres, un mRNA tiene tres posibles marcos abiertos de 
lectura, cada uno de los cuales codifica proteínas distintas. Si el mRNA I se traduce a partir de su primer 
nucleótido, el péptido sintetizado tendría la secuencia A, en cambio, si la traducción se inicia con el segundo o 
tercer nucleótido, los péptidos resultantes tendrían las secuencias B y C, respectivamente. Sin embargo, sólo uno 
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de los posibles marcos abiertos de lectura es el funcional, el cual debe iniciar con un codón AUG. En el ejemplo 
ilustrado, el marco abierto funcional empieza con el triplete AUG (bases 9-11) y el péptido producido tiene la 
secuencia D. Una mutación por inserción de base puede cambiar el marco abierto de lectura, como se ilustra en el 
mRNA Il, el cual difiere del mRNA I por la inserción de una C en la posición 19. Este tipo de mutaciones 
generalmente ocasiona proteínas mutantes. Por ejemplo, el mRNA II codifica el péptido E, el cual tiene una 
secuencia que inicia como en D pero que termina como en B, fenómeno que coloquialmente se denomina “salto 
del marco abierto de lectura”. En este ejemplo, la proteína mutante (E) difiere de la silvestre (D) a partir del punto 
de la inserción de la base, y además, termina prematuramente, generando una proteína truncada a la cual le 
faltaría el extremo carboxilo terminal de la proteína silvestre, pues el nuevo marco abierto de traducción contiene 
una señal de terminación (bases 27 a 29). Nótese que una segunda mutación, ahora por pérdida de una base, 
podría remediar a la primera. Si el gen que transcribe al mRNA II sufre una segunda mutación, que ocasione la 
pérdida de la G de su posición 21, se produciría ahora un mRNA con dos mutaciones (el mRNA III) que se 
“compensan” mutuamente, pues produce una proteína casi idéntica a la silvestre (D), posiblemente funcional. El 
péptido traducido a partir del mRNA III (F) sólo difiere del silvestre (D) en que el cuarto aminoácido es una 
prolina en vez de una leucina, un cambio que es mucho menos drástico que el observado en el péptido producido 
por el mRNA II (E). 
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La degeneración del código genético significa una 
pérdida de información 


Una consecuencia notable de la degeneración del código genético es una pérdida de 
información en el flujo de la información genética durante el paso de la traducción. Esto 
se refleja en la imposibilidad de predecir con precisión la secuencia de nucleótidos de un 
mRNA a partir de la secuencia de la proteína. El caso contrario no sucede (figura 31-2), 
pues la secuencia de una proteína puede deducirse sin ambigúedades a partir de la 
secuencia de su mRNA (o cDNA, figura 30-24 y texto correspondiente). El lector puede 
percatarse de este efecto de la degeneración del código genético calculando el número o 
las secuencias (o ambas cosas) de los posibles mRNA que podrían codificar el péptido 
Met-Ala-Leu-Trp. 
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El código genético es prácticamente universal 


Hasta donde se sabe hoy en día, la mayoría de los organismos vivientes utilizan el código 
genético ilustrado en el cuadro 31-1. No obstante, existen ciertas excepciones relevantes, 
como es el caso de los genes mitocondriales. Las mitocondrias poseen genomas 
circulares pequeños, de cerca de 15 000 pares de bases de DNA, que codifican algunas 
de las proteínas mitocondriales (entre 10 y 20) y son independientes de los genomas 
nucleares discutidos de manera amplia en el capítulo 28. Para su expresión, los genes 
mitocondriales también se transcriben y se traducen, pero emplean RNA polimerasas y 
ribosomas localizados en la misma mitocondria. Los mRNA de estos genes contienen 
algunos tripletes, que se leen en el ribosoma mitocondrial de manera diferente a la dictada 
por el código genético “estándar” o habitual (cuadro 31-1). Las diferencias observadas en 
ciertas mitocondrias, entre ellas las de los mamíferos, consisten en utilizar el triplete UGA 
para codificar el triptófano en vez de terminar la síntesis del polipéptido; leer el triplete 
AUA como metionina en vez de isoleucina, y los tripletes CUN como treonina en vez de 
leucina, y al final, utilizar los tripletes AGA y AGG como señales de terminación en vez 
de servir como codones para la arginina. Estas variantes al código estándar deben 
tomarse en cuenta si se desea expresar un gen mitocondrial con la maquinaria que utilizan 
los genes nucleares. Salvo las excepciones mitocondriales mencionadas, el código es en la 
práctica universal, pues se utiliza para la traducción de todos los genes de localización 
nuclear de los organismos eucarióticos. La casi universalidad del código genético incluye 
no sólo plantas y animales, sino también las especies procarióticas estudiadas y los 
eucariotas unicelulares, como la levadura. Este hecho ha permitido la expresión 
heteróloga de genes en especies tan distintas como Æ. coli y H. sapiens. El lector debe 
recordar que hoy en día, gracias a la tecnología del DNA recombinante, la insulina 
humana que se emplea para el tratamiento de la diabetes se produce en bacterias, las 
cuales transcriben el cDNA de la insulina humana (puesto bajo el control de promotores 
bacterianos) y lo traducen con su maquinaria ribosómica, acatando las reglas del código 
genético. 
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El RNA de transferencia es el intérprete esencial para 
traducir la información contenida en los RNA 
mensajeros 


Si bien el código genético es un diccionario que establece equivalencias entre el 
“lenguaje” de los ácidos nucleicos (combinaciones de nucleótidos) y el de las proteínas 
(secuencias de aminoácidos), la molécula “bilingüe”, capaz de utilizar este diccionario y 
de leer ambos lenguajes, es el RNA de transferencia (tRNA). La existencia de los tRNA 
fue anticipada en 1955 por Francis Crick, el mismo que descubrió la doble hélice del 
DNA; Crick postuló la existencia de una molécula “adaptadora”, que durante la síntesis 
ribosomal de las proteínas transporta los aminoácidos correspondientes a cada codón del 
mRNA (figura 31-4). La necesidad de una molécula adaptadora surge de la incapacidad del 
mRNA de interactuar de manera específica con cada uno de los 20 aminoácidos, lo cual 
le imposibilita asignarlos de una forma directa a cada uno de los tripletes. De ahí que era 
razonable postular una molécula intermediaria que estableciera, en forma simultánea, 
interacciones específicas con cada uno de los codones del mRNA y con los aminoácidos 
correspondientes a cada codón. A fin de llevar a cabo su función adaptadora, los tRNA 
participan en dos sucesos críticos para la traducción de las proteínas: 1) la interacción del 
codón y el anticodón, y 2) la activación o aminoacilación de los tRNA. El primer suceso 
les permite “leer” —es decir, descodificar— la secuencia de tripletes del marco abierto de 
lectura del mRNA y el segundo les permite acarrear el aminoácido correcto durante la 
síntesis del polipéptido. En las secuencias de todos los tRNA existen tres nucleótidos 
contiguos que forman el triplete llamado anticodón, con el cual establecen contactos 
específicos con los codones del mRNA. La interacción del codón y el anticodón está 
dada por el apareamiento complementario y antiparalelo de esos tres pares de bases; por 
ejemplo, el codón de la metionina, AUG, se aparea con su anticodón CAU, presente en 
su correspondiente tRNA, de la siguiente manera: 


posición del codón: 
T 2 Sr 
mRNA 5 N—N—N-—N-—N-—A —U-—G —N— N — N — N — N 3' 


tRNA YN—N—N—N—N—U—A—C—N—N—N—N—NS' 


posición del anticodón 3? 27 1? 
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Lenguaje de las 
proteínas 


tRNA como adaptador 
o traductor 


Lenguaje de los 
ácidos nucleicos 
Codón 1 Codón 2 Codón 3 


Figura 31-4. Los tRNA funcionan como los “adaptadores” postulados por Crick. Las moléculas adaptadoras 
propuestas por Crick deberían ser capaces de reconocer específicamente los codones del mRNA y, a la vez, 
acarrear los aminoácidos al sitio ribosómico en donde serían incorporados a la proteína en el proceso de 
traducción. La interacción con el mRNA es por apareamiento de las bases del codón con el anticodón y se realiza 
en el ribosoma durante la traducción. El pegado específico del aminoácido a su correspondiente tRNA lo ejecutan 
las sintetasas del aminoacil-tRNA y ocurre antes de la traducción. 


Como se explica más adelante, este apareamiento es débil, sólo ocurre y se estabiliza en 
el ribosoma, y es el único determinante de la correcta lectura del mRNA. Por esta razón, 
la maquinaria ribosómica verifica en detalle la precisión de los apareamientos entre los 
codones del mRNA y los anticodones de los tRNA. De igual importancia y en particular 
específica es la activación de cada tRNA, que consiste en la unión de cada aminoácido 
con su propio y particular tRNA. Ya que sólo el reconocimiento codón-anticodón 
determina la correcta traducción del mRNA, la activación de los tRNA debe ser 
inequívoca, pues una vez que un aminoácido se ha unido a un tRNA en particular, éste 
será tomado como el auténtico aminoácido para ese tRNA. Como se detalla más 
adelante, la activación de cada tRNA se realiza por una aminoaciltRNA sintetasa 
específica. Las sintetasas de los aminoaciltRNA deben ser capaces de reconocer de 
manera específica un tRNA y el aminoácido que le corresponde. Por ejemplo, la 


triptofanil-*RNATrp sintetasa debe ligar sólo el triptófano con el tRNAT (el tRNA con el 
anticodón CCA). Si por alguna causa esta adición no fuese la correcta, por ejemplo, si el 


tRNATP hubiese sido acoplado o activado con la prolina, creando el anómalo prolil- 


tRNATP, cada vez que se leyese un codón para el triptófano el prolil-tRNA®? llevaría 
prolina al ribosoma, provocando la incorporación de ésta en todos los sitios donde 
debería haber triptófano. 

Se ha encontrado que el aminoácido selenocisteína se incorpora a la secuencia de 
ciertas proteínas como la glutatión peroxidasa durante el proceso de síntesis de proteínas. 
En condiciones normales, la modificación de un aminoácido ocurre durante eventos 
postraduccionales, pero ése no es el caso de la adición de selenio a estas proteínas. Se ha 
demostrado que la selenocisteína incorpora un tRNA específico para este aminoácido 
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modificado uniéndose al codón UGA, el cual por lo general se considera un codón de 
terminación. Para que esto ocurra se requiere que cerca del codón UGA del mRNA hacia 
la región 3” se cree una estructura en forma de horquilla denominada secuencia de 
inserción de selenocisteína. Por otro lado, se requiere que el tRNASee específico para 
selenocisteína se forme a partir de un tRNASe! para serina, y éste por medio de la enzima 
Sell en presencia de selenofosfato convierta la serina en selenocisteína. Además, es 
necesario para la incorporación del tRNAS“ el factor de elongación Sel2 en E. coli, que 
es un homólogo del factor de elongación Tu en eucariotas, como se indicará más 
adelante. 
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Las estructuras tridimensionales de los tRNA son 
cruciales para sus funciones 


Los tRNA son moléculas pequeñas, de 60 a 95 nucleótidos, muchos de los cuales sufren 
extensas modificaciones postranscripcionales que dan lugar a las llamadas “bases raras”. 
Los estudios cristalográficos del tRNA de la fenilalanina de la levadura han revelado que 
los tRNA son moléculas con un complejo y característico diseño tridimensional, de gran 
importancia para su función biológica (figuras 31-5 y 31-6). Los tRNA adoptan una forma 
en el espacio semejante a un tubo doblado como una “L”, de 2 a 2.5 nm de grosor y 6 
nm de largo en cada barra de la L. En el extremo 3” se localiza el sitio de unión del 
aminoácido, y en el otro, la secuencia del anticodón. Este diseño es crucial para las 
interacciones y los movimientos del tRNA por los sitios T, A, P y E del complejo 
ribosómico, como se discute más adelante. 
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F; Extremo 3 OH 
de aminoacilación 
OH 


Tronco aceptor 


A 


Asa D AsaW 


e 


Asa variable 


<— Asa del anticodón 


Anticodón 


Figura 31-5. La estructura secundaria de los RNA de transferencia. Todos los tRNA adoptan una estructura 
secundaria similar, que ha sido llamada coloquialmente de “trébol”, la cual está sostenida por apareamientos de 
bases. Este “trébol” consiste en cuatro troncos y tres asas, denominadas asa D (por tener dihidrouridina), asa y 
(por tener seudouracilo) y el asa del anticodón. El tronco llamado “aceptor del aminoácido” está formado por los 
extremos 5” y 3” del tRNA, de este último protruyen los cuatro nucleótidos finales del extremo 3”, en cuyo OH 
libre se une covalentemente el aminoácido correspondiente al tRNA. Algunos tRNA tienen una “asa variable” 
localizada entre los troncos de las asas y y la del anticodón. 
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Extremo 5' 


Anticodón 


Figura 31-6. La estructura terciaria del RNA de transferencia de la fenilalanina. El tRNaPhe adopta una compleja 
estructura tridimensional en la cual los tallos forman dos segmentos de doble hélice (semejantes al DNA de 
conformación A), de aproximadamente 10 pares de bases, que están dispuestos entre sí formando un ángulo 
cercano a los 80°, lo cual le da su característica forma de “L”. Nótese que uno de los segmentos de doble hélice 
está constituido por los tallos aceptor del aminoácido y el asa y, mientras que el otro segmento lo forman los 
troncos del anticodón y del asa D. Esta disposición ocasiona que el triplete del anticodón y el aminoácido queden 
en los extremos distantes de la “L”. Además de los apareamientos convencionales que forman los troncos y las 
asas, existen otros, formados por puentes de hidrógeno distintos a los típicos de Watson y Crick. Estos 
apareamientos no convencionales son indispensables para la estabilización de esta estructura terciaria y se dan 
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entre bases pertenecientes a asas y troncos distantes. En el tRNAPLE existen 9 de estas interacciones, sólo una de 

las cuales (G19 C56) consiste en un apareamiento convencional. Esta compleja estructura es muy semejante a la 

que se observa en las proteínas globulares y le permite a los tRNA plegarse en una estructura muy compacta, en 

donde la mayor parte de las bases son inaccesibles al citosol, exceptuando el asa del anticodón y el extremo 3”, el 
aceptor del aminoácido. 
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La degeneración del código genético permite el 
bamboleo entre el codón y el anticodón 


El hecho de que ciertos tRNA puedan reconocer más de un codón condujo a Francis 
Crick a proponer la hipótesis del “bamboleo” (en inglés wobble). Según esta hipótesis (en 
la actualidad bien confirmada), algunas bases en la tercera posición del codón pueden 
aparearse de manera imperfecta, es decir, con cierto “juego” o “bamboleo”, con bases en 
la primera posición del anticodón (cuadro 31- 2). Por ejemplo, el anticodón de uno de los 
RNA? (un tRNA para la alanina) de la levadura tiene la secuencia IGC. El nucleósido 
de la primera posición de este anticodón es la inosina (I), que tiene como base 
nitrogenada la hipoxantina (figura 27-2 y cuadro 27-1). 


Cuadro 31-2. Apareamientos permitidos por la hipótesis del “bamboleo” 


Nótese que el ITP no se utiliza durante la transcripción de este tRNAA?; la base que en 
un principio aparece en esa posición en el transcrito primario es la adenina, la cual es 
convertida de manera postranscripcional en hipoxantina mediante un proceso de 
desaminación oxidativa, dando lugar al inosín-monofosfato (I), el nucleótido funcional en 
este tRNA maduro. 

Cuando el nucleótido I ocupa la primera posición del anticodón, la llamada posición de 
bamboleo del anticodón puede parearse con C, U o A presente en la tercera posición del 
codón, la llamada posición de bamboleo del codón (figura 31-7 y cuadro 31-2). De manera 
semejante, una G en la posición de bamboleo del anticodón permite al tRNA reconocer 
de igual manera los codones con U o C en su posición de bamboleo. La situación es 
análoga para U en la primera base del anticodón y A o G en la tercera base del codón. 
Nótese que el bamboleo es posible gracias a la degeneración del código genético, pues se 
presenta sólo con codones sinónimos, es decir, que codifican el mismo aminoácido, los 
cuales difieren sólo en la tercera posición del codón. Por ejemplo, los codones XYU y 
XYC (en donde X y Y son, respectivamente, el primer y el segundo nucleótidos del 
codón) siempre son sinónimos, mientras que los codones XYA y XYG lo son con 
frecuencia. 
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Figura 31-7. Apareamientos del anticodón IGC del tRNAÁÍN. Debido al “bamboleo”, la primera posición (T) del 


anticodón del tRNAWVA puede aparearse con la última posición de tres de los cuatro codones de la valina. 


El bamboleo también tiene el efecto de economizar el número de tRNA requeridos para 
traducir los 61 codones que codifican aminoácidos. 

En principio, el número mínimo suficiente de tRNA requeridos para leer esos 61 
codones es de 32, pues debido al bamboleo algunos tRNA reconocen varios codones 
sinónimos. Sin embargo, las células poseen más de 32 tRNA, pues al menos para el 
codón de la metionina (AUG) existen dos distintos tRNA, uno especializado en leer el 
AUG inicial del marco abierto de lectura y otro para leer los AUG de las metioninas 
internas del péptido (véase la sección Mecanismo de inicio de la traducción). 

Por último, como se explica después en este capítulo, no existen tRNA que “lean” los 
tripletes de terminación. 
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La reacción de aminoacilación de los tRNA ocurre en 


dos pasos 


La formación de los aminoaciltRNA, también conocida como activación o carga de los 
tRNA con sus aminoácidos correspondientes, es efectuada por las amino aciltRNA 
sintetasas. 

La reacción catalizada por estas enzimas ocurre en dos pasos. El primero consiste en la 
formación de un intermediario activado, que utiliza ATP y forma el aminoacil-AMP. En 
el segundo paso, el aminoacilo del aminoacil-AMP es transferido al grupo hidroxilo 2” o 
3” de la ribosa del nucleótido de adenina localizada en el extremo 3” del tRNA (figura 31- 
8), lo que depende del tipo de aminoacil-tRNA sintetasa. Las sintetasas denominadas de 
clase I unen el aminoácido en el hidroxilo 2”, mientras que las de clase II unen el 
aminoácido en el hidroxilo 3”; sin embargo, los aminoácidos que se unen al hidroxilo 2” 
migran a la posición 3” por medio de una reacción de transesterificación espontánea. 


Primera reacción 
R O R O o. 
|] I Il | 
HN C— C+ ATP > *H¿N — C — C — O — P — O — Adenosina + PPi 
| Il |o II 
H 0 H 0 O 


Aminoácido + ATP — t—=> Aminoacil-adenilato (aminoacil-AMP) + pirofosfato 


Segunda reacción 

Aminoacil-AMP + tRNA > Aminoacil-tRNA + AMP 
Suma de las dos reacciones: 

Aminoácido + ATP + tRNA — Aminoacil-tRNA + AMP + PPi 
Suma de las dos reacciones más la hidrólisis del pirofosfato: 


Aminoácido + ATP +tRNA+H ¿O — Aminoacil-tRNA 


Figura 31-8. Reacción catalizada por las aminoacil-tRNA sintetasas. 


Este proceso de activación de aminoácidos por las aminoacil-tRNA sintetasas es 
irreversible debido a que, en términos energéticos, utiliza primero la hidrólisis de una 
molécula de ATP, liberando una molécula de pirofosfato, el cual es hidrolizado después 
por la pirofosfatasa. La energía libre producida por la hidrólisis de dos enlaces fosfato de 
alta energía (con lo cual se favorece de manera energética la unión de un aminoácido a su 
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tRNA para formar el aminoacil- tRNA) es AG”? = -65.6 kJ/mol. 


1141 
booksmedicos.org 


Las aminoacil-tRNA sintetasas son enzimas muy precisas 
con mecanismos correctores, que verifican la 
especificidad de la unión del aminoácido al tRNA 


Las aminoaciltRNA sintetasas son enzimas que discriminan de forma correcta el 
aminoácido y el tRNA que deben ser unidos. Esta precisión es indispensable para la 
síntesis correcta del péptido codificado por el mRNA, pues una vez que el tRNA se ha 
activado, la incorporación del aminoácido al polipéptido sintetizado obedece sólo a las 
instrucciones dictadas por la interacción codón-anticodón. La precisión de las sintetasas 
se alcanza por dos mecanismos: una alta discriminación por sus sustratos, que les permite 
enlazar el par aminoácido-tRNA correcto, y su capacidad de remediar el error cuando 
han formado un par incorrecto. La mayoría de las amino acil-tRNA sintetasas poseen 
esta capacidad correctora, la cual consiste en la hidrólisis del aminoacil-AMP o el 
aminoaciltRNA incorrectos. Esta corrección es muy costosa, pues ocurre después de 
haber gastado dos enlaces fosfato de alta energía del ATP (figura 31-8). Pocos 
aminoácidos, como la tirosina, tienen una cadena lateral inconfundible para sus 
sintetasas, por lo cual no requieren ni tienen esta función correctora; no obstante, la 


mayoría de las sintetasas sí la requieren. Por ejemplo, la sintetasa del RNA! puede, 
debido al parecido entre isoleucina y valina, catalizar en ocasiones (una vez de cada 200) 


la formación del intermediario valil-AMP. Cuando esto ocurre, la presencia del RNA! 
ocasiona que la sintetasa hidrolice el valil-AMP en vez de transferir el grupo valilo al 
extremo 3” del tRNA!!. Esta actividad hidrolítica puede considerarse una transferencia 
del aminoacilo a una molécula de agua en vez de a una molécula de tRNA. La posibilidad 
de que esta hidrólisis también suceda con el isoleucil-AMP se reduce, debido a que el 
sitio hidrolítico de la sintetasa es del tamaño exacto para dar cabida al valil-AMP, pero lo 
suficiente pequeño para impedir la entrada del isoleucil-AMP. Otras sintetasas, como la 
valiltRNA sintetasa, cuyo aminoácido específico podría confundirse con otro por sus 
semejanzas en tamaño (la treonina en este caso), los distinguen usando otras propiedades 
químicas. La valil-tRNA sintetasa tiene dos sitios catalíticos adyacentes: uno es el sitio de 


acilación del tRNAY! y el otro es un sitio para la hidrólisis del tRNA acilado de forma 
incorrecta (p. ej., con treonina). El sitio hidrolítico es hidrofílico, mientras que su sitio de 


acilación es hidrofóbico, diferencia que dirige al treoniltRN AY” hacia el sitio hidrolítico y 
favorece la formación del valil-tRNAY (figura 31-9). 
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Figura 31-9. La sintetasa del valil-tRNA tiene dos sitios catalíticos. El sitio de acilación, por su naturaleza 
hidrofóbica, favorece la formación del valil-tRNA VL En cambio, el sitio hidrolítico, por su naturaleza hidrofílica, 
favorece la hidrólisis del treonittRNAW formado incorrectamente. 
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Las aminoacil-tRNA sintetasas eligen el tRNA correcto 
discriminando diversas características estructurales del 
tRNA 


Como se vio en la sección anterior, el primer paso de la activación de los tRNA, la 
formación del intermediario aminoacil-AMP, tiene alta especificidad, al grado de que está 
sujeto a verificación y, en caso necesario, a corrección. Igual de importante es la elección 
del tRNA correcto durante la segunda parte de la reacción. Como era de suponerse, una 
de las regiones determinantes de esta elección puede ser el anticodón. La sintetasa del 
metionil-tRNAM®t es un ejemplo de sintetasa que sólo utiliza el triplete del anticodón 
(CAU) para reconocer su tRNA específico. De hecho, se ha demostrado en experimentos 
que si la secuencia de los anticodones de los tRNAT'P y tRNAY! se cambia a CAU, esta 
sintetasa les añade metionina con la misma eficacia que si fuese su sustrato auténtico 
(tRNAME). No obstante, algunas sintetasas hacen caso omiso del anticodón y basan su 
reconocimiento en otras regiones de los tRNA. Un ejemplo de este caso es la sintetasa 


del alanil- tRNA%%, la cual sólo reconoce el par de bases G3-U7O, localizado en el tronco 


aceptor del tRNAA?. Inclusive, en condiciones experimentales, esta sintetasa puede 
cargar con alanina una “microhélice” compuesta por los 24 nucleótidos que componen el 


tronco aceptor del RNA (figura 31-10). Por último, otras sintetasas, como la glutamil- 


tRNASY, la fenilalanil-tRNAP* y la aspartiltRNA%*P sintetasas, basan su reconocimiento 
del tRNA interactuando de manera simultánea con bases localizadas en el anticodón y en 
otros troncos y asas del tRNA. Es importante enfatizar que si bien para ciertos 
aminoácidos existen diversos tRNA con los que pueden aminoacilarse, cada enzima es 
específica para un aminoácido pero puede reconocer más de un tRNA, debido a que los 
aminoácidos son especificados por más de un codón, lo que indica que existen 20 
aminoacil-tRNA sintetasas. 
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Figura 31-10. Características estructurales de los tRNA reconocidos por las aminoacil-tRNA sintetasas. Se 
muestran los distintos motivos estructurales que determinan la especificidad con que las respectivas sintetasas 
reconocen a los diferentes tRNA. 
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El ribosoma es la maquinaria macromolecular donde se 
construyen las proteínas 


Aunque el diseño general de la traducción se basa en principios muy simples y 
particulares —es decir, en un juego de instrucciones específicas para cada proteína escrita 
en los tripletes de su mRNA y descifradas por los aminoacil-tRNA—, su puesta en 
práctica requiere de una maquinaria no menos específica, pero sí muchísimo más 
complejo: el ribosoma. La complejidad del ribosoma no es gratuita, pues es la partícula 
subcelular en donde ocurren todos los pasos de la traducción, el inicio, la elongación y la 
terminación del nuevo péptido. 

Durante el inicio se ensamblan las dos subunidades ribosómicas, dando cabida al 
mRNA y al metionil-tRNA iniciador, el cual, al aparearse al triplete AUG, determina el 
marco abierto de lectura. La elongación consiste en ciclos repetitivos, durante los cuales 
los demás codones del mRNA se traducen, uno a la vez. Durante cada uno de estos 
pasos repetitivos se van añadiendo, de uno en uno y por el extremo carboxilo, los 
aminoácidos de la proteína naciente. En cada ciclo de elongación, la maquinaria 
ribosómica debe asegurarse de que los apareamientos codón-anticodón sean los 
correctos, pues estas interacciones ocurren de forma tal que los aminoacilos de los tRNA 
apareados se ubican en el sitio de la peptidil-transferasa, la actividad encargada de ligarlos 
mediante un enlace peptídico. Además, el ribosoma debe garantizar que las interacciones 
codón-anticodón ocurran de manera ordenada, para que cada codón sea leído sólo en el 
turno que le corresponda dentro del marco abierto de lectura, sin traslapes ni saltos. Para 
lograr esto último, el ribosoma funciona como un motor molecular en donde los mRNA y 
los tRNA se desplazan o translocan de modo preciso y sincrónico (figura 31-11). Después 
de cada reacción de la peptidil-transferasa, el RNA descargado sale del ribosoma y el 
mRNA es recorrido por tres nucleótidos, permitiendo que el siguiente codón interactúe 
con su aminoaciltRNA correspondiente y que el ciclo de elongación se repita hasta 
encontrar un triplete de terminación. Esto último desencadena la terminación de la 
traducción, pues al encontrarse desocupado el sitio de entrada de los aminonoaciltRNA 
(recuérdese que no hay tRNA que reconozca el triplete de terminación), el ribosoma 
libera el péptido sintetizado y sus subunidades se separan. 
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Dirección en la cual 
se mueve el ribosoma 


Figura 31-11. El ribosoma es el sitio donde se traducen los mRNA. En el ribosoma, los aminoacil- tRNA 
correspondientes a los codones contiguos del mRNA se colocan uno al lado del otro, orientándose de tal manera 
que sus aminoacilos quedan en el sitio activo de la peptidil-transferasa ribosómica. Con la formación del enlace 
peptídico, el ribosoma cataliza una serie de movimientos o traslocaciones, mediante las cuales el tRNA 
descargado abandona el ribosoma y el mRNA se mueve tres nucleótidos (un triplete), permitiendo que el siguiente 
codón quede en posición de interactuar con su aminoacil-tRNA. 
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Composición de los ribosomas 


Los ribosomas de todas las especies estudiadas hasta la fecha están formados por dos 
subunidades, una grande y otra pequeña, las cuales tienen una composición particular de 
rRNA y proteínas (figura 31-12). El ribosoma de E. coli, uno de los mejor estudiados, es 
una partícula esférica de alrededor de 2 500 kDa de peso molecular y 20 nm de 
diámetro, compuesta por varios RNA ribosómicos (rRNA) y diversas proteínas, en una 
proporción de masas de 2 a 1, respectivamente. Aunque el diseño general de los 
ribosomas procarióticos y eucarióticos es semejante, existen algunas diferencias entre 
ellos. Por ejemplo, la subunidad grande del ribosoma eucariótico contiene tres moléculas 
de RNA ribosómicas, los IRNA de 28S, 5.88 y 5S, y tiene tamaño relativo de 60S, 
mientras que la subunidad equivalente del ribosoma procariótico sólo tiene dos rRNA, de 
23S y 5S, y es de menor tamaño, de sólo 50S (cuadro 31-3). Para designar estas partículas 
y los RNA que las componen se emplea su tamaño, medido en experimentos de 
ultracentrifugación y expresado en unidades de sedimentación, llamadas Svedberg (S), en 
honor a quien describió este tipo de mediciones. Las unidades Svedberg reflejan varias 
propiedades de las macromoléculas como su tamaño, densidad y conformación 
tridimensional. Por ejemplo, si los RNA ribosómicos eucarióticos (libres de proteínas 
ribosómicas) se separan por ultracentrifugación el IRNA de 28S se sedimentará más 
rápido que los otros rRNA, permitiendo con ello su purificación. En posteriores 
experimentos de clonación y secuenciación nucleotídica se ha podido medir el tamaño 
absoluto de los rRNA (cuadro 31-3). A pesar de las diferencias que hay entre los ribosomas 
procarióticos y eucarióticos, sus similitudes estructurales son más relevantes, pues 
evidencian semejanzas funcionales en el proceso de traducción. Por ejemplo, las 
estructuras secundarias de los rRNA de las subunidades pequeñas están muy conservadas 
en el transcurso de la evolución; es decir, tienen un alto grado de similitud entre especies 
filogenéticas distantes (figura 31-13). El hecho de que la estructura secundaria que adoptan 
estos rTRNA —consistente en cuatro dominios independientes que confieren a las 
subunidades pequeñas su forma y flexibilidad características— sea tan parecida, aun 
entre especies muy distintas como las bacterias y las levaduras, indica que los engranajes 
de la maquinaria ribosómica operan bajo un mismo diseño funcional en todas las especies 
vivientes. 
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Figura 31-12. Las subunidades ribosómicas, aunque tienen un diseño funcional y estructura semejante, exhiben 
diferencias entre especies procariotas y eucariotas. 


114 
booksmedicos. org 


Dominio IV 


Figura 31-13. Las estructuras secundarias del rRNA de las subunidades pequeñas están muy conservadas. 
Estructuras secundarias predichas para el rRNA de las subunidades pequeñas de los ribosomas de E. coli A), de 
la levadura B) y de la mitocondria bovina C). Nótese que el diseño de cuatro dominios independientes se conserva 
en estas especies. 


Cuadro 31-3. Composición de proteínas y rRNA ribosómicos en un eucariota (rata) y en un 
procariota (E coli) 


Coeficiente de sedimentación 


Masa 2 520 kDa 930 kDa 1 590 kDa 
RNA 16S (1 542 nucleótidos) 235, (2 904 nucleótidos), 
5S, (120 nucleótidos) 

Masa de RNA 1 664 kDa 560 kDa 1 104 kDa 

Proporción de la masa total 66% 60% 70% 
Proteínas 21 polipéptidos 32 polipéptidos 
Masa de proteína 857 kDa 370 kDa 487 kDa 

Proporción de masa 34% 40% 30% 


Coeficiente de sedimentación 
Masa 4 420 kDa 1400 kDa 2820 kDa 
RNA 18S (1 874 nucleótidos) 285, (4 718 nucleótidos) 
5.88, (160 nucleótidos) 
5S, (120 nucleótidos) 


Masa de RNA 2 520 kDa 700 kDa 1820 kDa 
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Proporción de la masa total 60% 50% 65% 


Proteínas 33 polipéptidos 49 polipéptidos 
Masa de proteína 1700 kDa 700 kDa 1000 kDa 
Proporción de masa 40% 50% 35% 


Una pregunta que surge al observar la rica y diversa composición de los ribosomas es 
la concerniente a la importancia funcional de cada uno de sus componentes. Hace años 
se pensaba que las proteínas ribosómicas eran las responsables de la actividad catalítica 
de la traducción, y que los rRNA tenían un cometido secundario, tan sólo de soporte 
estructural. Con el descubrimiento de los RNA autocatalíticos, se consideraron otras 
posibilidades. Hoy en día se sabe que los rRNA, y no las proteínas ribosómicas, tienen 
una participación fundamental e indispensable para la traducción. Varias observaciones 
experimentales, apoyan esto último. Por ejemplo, el rRNA de 23S es indispensable para 
la actividad de la peptidiltransferasa; por el contrario, los ribosomas carentes de la 
mayoría de sus proteínas retienen esta actividad catalítica. Una secuencia del rRNA de 
23S, conservada en diversas especies, interactúa con el extremo 3” del tRNA y participa 
en la actividad de la peptidiltransferasa. La integridad del IRNA de 16S es indispensable 
para la traducción: basta la rotura de uno solo de sus enlaces fosfodiéster (mediada por la 
nucleasa bacteriana colicina E3, por ejemplo) para detener la traducción. Secuencias 
consenso en el rRNA de 16S sirven para localizar el codón inicial de los marcos abiertos 
de lectura de los mRNA policistrónicos bacterianos. Por último, la mayoría de los 
antibióticos que bloquean la traducción lo hace interfiriendo con los IRNA y no con las 
proteínas ribosómicas. 
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Estructura del ribosoma 


La estructura tridimensional fina del ribosoma no ha sido determinada; no obstante, 
combinando los resultados obtenidos por diversos métodos, en mayor medida la 
reconstrucción de imágenes de microscopia electrónica, han podido establecerse los 
rasgos gruesos de su forma en el espacio (figura 31-14). Cada subunidad tiene una forma 
característica. Las tres prominencias de la subunidad grande, la cresta, la protuberancia 
central y el tallo, se reúnen en el centro de la subunidad formando una hendidura poco 
profunda sobre la cara que da a la subunidad pequeña. Por arriba de esta hendidura, en 
una región formada por la cresta, el valle y parte de la protuberancia central, se localiza la 
actividad de la peptidiltransferasa. En la vecindad de la peptidiltransferasa se inicia un 
túnel de 10 nm de largo y 2.5 nm de diámetro, que atraviesa la subunidad grande y se 
abre por su cara opuesta, lugar por donde el péptido naciente sale del ribosoma. Cuando 
la subunidad pequeña se une con la grande se crean los sitios A (aminoacilo), P 
(peptidilo) y E (exit, salida) del ribosoma que son los lugares por donde transitan los 
tRNA durante la traducción. Por el lado de la subunidad pequeña, la hendidura ayuda a 
formar los sitios A y P, mientras que la subunidad grande contribuye con parte de la 
cresta, el valle y parte de la protuberancia central de la subunidad grande (los mismos 
elementos donde reside la peptidiltransferasa). La disposición estructural de los sitios A y 
P permite que los tRNA efectúen su función “adaptadora” de manera óptima, pues los 
orienta de modo que, por un lado, efectúan las interacciones codón-anticodón en la 
porción contribuyente de la subunidad pequeña y, por el otro, presentan el aminoacilo al 
sitio activo de la peptidiltransferasa, en la porción contribuyente de la subunidad grande. 
Se ha observado que el ribosoma induce la formación de un pliegue en el segmento del 
mRNA que contiene los dos codones de los sitios A y P para una mayor precisión del 
marco de lectura. 
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Figura 31-14. Estructura tridimensional del ribosoma de E coli. Se presentan distintas vistas de las subunidades 
separadas y reunidas. La vista del panel inferior muestra el ensamblado de las dos subunidades, así como la 
posición del mRNA sobre la plataforma y en el fondo de la hendidura de la subunidad pequeña. Los sitios donde 
ocurre el apareamiento codón-anticodón se localizan en el fondo de la hendidura; es decir, en la porción de los 


booksmedicos.org 


sitios A y P formada por la integración de la subunidad pequeña. Entre la protuberancia central y el tallo de la 

subunidad grande se encuentra el llamado sitio T, que es donde el complejo EF-TuÉ«GTP+aminoacil-tRNA hace 

contacto inicial con el ribosoma, antes de que el EF-TU y el aminoacil-tRNA se disocien y este último entre al 

sitio A. En esa misma región se localiza la actividad estimuladora de la GTPasa de los factores EFTU y EF-G. 
Para más detalles véase el texto. 
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Inicio de la traducción en £. coli 


En ésta y las siguientes secciones se presentan los mecanismos moleculares de la 
traducción en E. coli, el modelo mejor estudiado. Por fortuna, los ribosomas eucarióticos 
funcionan bajo los mismos mecanismos generales, por lo que sólo se discutirán las 
diferencias relevantes en una sección posterior. Una propiedad en común es el 
requerimiento de factores proteínicos accesorios, necesarios para la óptima ejecución de 
las tres etapas de la traducción. Los factores de inicio (IF), de elongación (EF) y de 
terminación (RF) son proteínas citoplasmáticas, algunas de ellas proteínas G (que unen 
nucleótidos de guanina), que aunque no participan de forma directa en la formación del 
enlace peptídico, promueven, aceleran y contribuyen a la precisión de la traducción 
gracias a su asociación temporal con el ribosoma. 

De modo similar a como ocurre en la transcripción, el paso de inicio de la traducción es 
el más lento y el paso limitante que determina la velocidad con que se traducen los 
mRNA. El inicio consiste en ensamblar un complejo de inicio de 70S, compuesto por un 
ribosoma funcional (705) en el que el tRNA iniciador se localiza en el sitio ribosómico P, 
apareado con el codón inicial del marco abierto de lectura. La precisión de esta 
asociación es fundamental para la traducción del gen transcrito en el mRNA, pues implica 
la identificación correcta del triplete AUG que abre el marco de lectura. En los mRNA 
bacterianos existe una secuencia de bases, llamada secuencia consenso de Shine- 
Dalgarno, que precede al triplete inicial AUG y lo distingue de los otros AUG que se 
encuentren dentro o fuera del marco abierto de lectura. Esta secuencia consenso tiene de 
cuatro a nueve residuos purina localizados a 8 a 13 nucleótidos del lado 5” del codón de 
inicio. Esta secuencia funciona uniendo el mRNA con la subunidad pequeña del 
ribosoma, de tal manera que el codón AUG iniciador ocupa lo que será el sitio P (figura 
31-15). Esta unión se debe al apareamiento de bases de la secuencia de Shine-Dalgarno 
con una región rica en pirimidinas del rIRNA de 16S, con la que es complementaria; de 
ahí que la secuencia de Shine-Dalgarno también se llame sitio de unión al ribosoma o rbs 
(por sus siglas en inglés, ribosomal binding site). Este apareamiento sólo ocurre cuando 
la subunidad de 308 está disociada de la subunidad de 50S. El factor IF-3 participa en 
este paso del inicio de dos maneras: promueve el apareamiento de estas secuencias y 
mantiene las subunidades disociadas, pues su unión a la subunidad de 308 impide que 
ésta se reasocie con una subunidad de 50S libre, lo que generaría un ribosoma de 70S no 
funcional. En un paso siguiente el aminoaciltRNA iniciador, el formilmetionil-tRNAf, se 
aparea con el codón AUG del mRNA unido a la subunidad de 305. Para ello se requiere 
el IF-2*GTP, es decir, el factor IF-2 asociado a GTP. La presencia del IF-1 completa y 
estabiliza el llamado complejo de inicio de 30S, que queda constituido por los tres 
factores de inicio, el GTP, el mRNA, el tRNA iniciador y la subunidad de 30S (figura 31- 
16). La subsecuente salida del IF-3 permite la unión de la subunidad de 50S con la de 
30S. La presencia de la subunidad grande estimula la actividad de GTPasa del IF-2, 
causando la hidrólisis del GTP en GDP + fosfato, lo que a su vez facilita la salida del IF- 
2 y el IF-1, dejando ensamblado el complejo de inicio de 70S (figura 31-16). La región de 
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la subunidad de 50S, que estimula la actividad de GTPasa de diversos factores de la 
traducción, se localiza en el tallo (figura 31-14). En esta región se encuentran las proteínas 
L7 y L12, así como algunos dominios del rRNA de 23S, como el asa sensible a la toxina 
sarcina, elementos estructurales que contribuyen a la actividad estimuladora de la 
GTPasa. Como se expone más adelante, otros factores de la traducción, como el EF-Tu, 
el EF-G y quizá también el RF-3, son proteínas G con actividad de GTPasa, la cual es 
indispensable para su funcionamiento y es estimulada por la misma región de la 
subunidad 505. 


3 OH G G 
| A Extremo 3 Codón inicial del marco 
A U del rRNA 16S abierto de lectura posicionado 
U C en el sitio P 
UCCUCCA 
5 MO A 3 


GAUUCCUAGGAGGUUUGACCUAUGCGAGCUUUUAG U—RNA mensajero 


Secuencia de Shine-Dalgarno fMet Arg Ala Phe Ser —Polipéptido 
en el mRNA 


Figura 31-15. La secuencia de Shine-Dalgarno precede a los marcos abiertos de lectura de los mRNA de E. coli. 
Aproximadamente 10 nucleótidos río arriba del codón AUG inicial se ubica una secuencia rica en purinas, la 
secuencia de Shine-Dalgarno, que tiene complementariedad con algunas bases del extremo 3” del rRNA 165S que 
se localizan sobre la plataforma y en la vecindad de la hendidura de la subunidad ribosómica pequeña. 
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Figura 31-16. Los complejos de iniciación de la traducción en E. coli. Guiadas por los factores de iniciación 
(IF), las subunidades 30S y 50S se ensamblan en un ribosoma activo, en el cual el aminoacil-tRNA iniciador, el 
formilmetionil-tRNAf, se aloja en el sitio P ribosómico y se aparea con el codón inicial del marco abierto de 
lectura del mRNA. Este arreglo molecular se obtiene con la formación del complejo de iniciación 70S, el cual es el 
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punto de arranque de la elongación. Al finalizar cada ciclo de elongación este arreglo se restituye, con la salvedad 
de que el péptido naciente, anclado al sitio P ribosómico como el peptidil-tRNA, tendrá un residuo más y el mRNA 
se habrá desplazado tres nucleótidos, colocando el siguiente codón por traducir en el sitio A. 
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Las proteínas nacientes de E. coli tienen 
formilmetionina en su extremo amino 


El hecho de que el aminoacil-tRNA utilizado para el inicio de la traducción bacteriana sea 


sólo el N-formilmetionil-tRNAf ocasiona que todas las proteínas recién sintetizadas 
tengan formilmetionina en su extremo amino terminal. No obstante, esta metionina 
modificada no siempre permanece en la proteína, pues en reacciones postraduccionales a 
veces se pierde el formilo (por la acción de una enzima desformilasa), la formilmetionina 
(enzima aminopeptidasa) o ambos. Esto explica que alrededor de la mitad de las 
proteínas de £. coli tengan en su extremo amino un residuo distinto a la metionina, por lo 
general el residuo codificado por el segundo codón. La pérdida de la metionina inicial 
también puede ocurrir en los eucariotas (en estos organismos la metionina no está 
formilada); por ejemplo, las cadenas B y maduras de la hemoglobina humana tienen 
como residuo amino terminal el aminoácido codificado por el segundo codón del marco 
abierto de lectura. En E. coli, la formación del N-formilmetionil-tRNAf ocurre a través 
de la formilación del metionil-t+RNAf por medio de la transformilasa que transfiere el 


grupo formilo del N!% formiltetrahidrofolato al grupo amino de la metionina (figura 31-17), 
el cual debe distinguirse del metionitRNAm, pues aunque ambos tRNA tienen un 
anticodón complementario a AUG y ambos son aminoacilados por la misma sintetasa, 
ciertas diferencias de secuencia hacen que la transformilasa sólo reconozca como sustrato 
al primero. Estas diferencias también originan que el IF-2 interactúe sólo con el N- 


formilmetionil-+RNA! y pase por alto los otros aminoacil-t'RNA. Lo inverso sucede con el 


factor de elongación EF-Tu, el cual no reconoce al N-formilmetionil-tRNAÍ, de modo 
que queda inhabilitado para usarse en la traducción de metioninas internas del péptido 
naciente (véase más adelante). 
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Figura 31-17. Síntesis del formilmetionil-tRNAf. El aminoacil-tRNA utilizado exclusivamente para la iniciación de 
la traducción es el N-formilmetioniltRNAf, el cual se sintetiza a partir del metionil-tRN Af, mediante una reacción 


de formilación catalizada por una transformilasa que usa al NO formiltetrahidrofolato como donador de grupos 
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formilos. Esta transformilasa no actúa sobre el metionil-tRNAņm, que se usa para leer los codones AUG internos 
del marco abierto de lectura. 
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Elongación de la traducción en £. coli 


La elongación consiste en la polimerización del péptido naciente en una forma que 
depende del molde o patrón proporcionado por el mRNA, a una velocidad aproximada de 
40 residuos por segundo (es decir, un residuo cada 25 milésimas de segundo). Una vez 
ensamblado el complejo de inicio de 70S (figura 31-16) comienza un ciclo de elongación, 
el cual puede dividirse en tres etapas que se ilustran en la figura 31-18: 1) la entrada del 
aminoacil-tRNA complementario al codón situado en el sitio A; 2) la formación del enlace 
peptídico, reacción de la peptidiltransferasa, que transfiere el grupo peptidilo del peptidil- 
tRNA ubicado en el sitio P al grupo amino del aminoacil-tRNA recién admitido al sitio A, 
y 3) la translocación de los tRNA y el mRNA, lo que desocupa el sitio A y desplaza el 
nuevo peptidil-t RNA al sitio P, en un movimiento que arrastra el mRNA y sitúa el 
siguiente codón en el sitio A. Las etapas 1, 2 y 3 ocurren de manera más elaborada de 
cómo se ilustra en la figura 31-18; durante su tránsito por el ribosoma, los tRNA establecen 
interacciones “híbridas” con los sitios A y P, cuyo objetivo es no perder la pauta de 
lectura de los tripletes del marco abierto de lectura. El sitio E en el ribosoma, que es el 
sitio de salida, se encuentra ocupado por el tRNA liberado después de que la cadena 
polipeptídica que se va formando se transfiere al aminoaciltRNA. Por lo tanto, cada 
tRNA comienza en el sitio A, se mueve al sitio P después que se ha formado el enlace 
peptídico y por último sale a través del sitio E. En las secciones que siguen se explican 
los sucesos que ocurren durante la elongación y se detallan esas interacciones híbridas, 
las cuales se ilustran de modo esquemático en la figura 31-19. 
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Figura 31-18. Ciclo de la elongación durante la traducción en £. coli. Un ciclo de elongación incluye: 1) la 
entrada del aminoacil-tRNA complementario al codón situado en el sitio A; 2) la reacción de la peptidiltransferasa, 
y 3) la reacción de traslocación que desocupa el sitio A, desplazando al peptidil-tRNA al sitio P y moviendo al 
mRNA para que el siguiente codón ocupe el sitio A. Los pasos 1 y 3 están catalizados, respectivamente, por los 
factores EF-Tu y EF-G, que son proteínas G con actividad de GTPasa, que usan la hidrólisis del GTP para 
acelerarlos y darles precisión. El GDP generado debe intercambiarse por un GTP para restituir estos factores a su 
forma activa. La figura 30-19 muestra con más detalle la serie de sucesos que ocurren en cada una de las etapas 
de la elongación. 
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Figura 31-19. Eventos y actividad molecular que ocurren durante la elongación. El diagrama muestra el modelo 
de sitios híbridos de la elongación, en el cual los tRNA establecen interacciones “híbridas” con los sitios 
ribosómicos durante las etapas de la elongación. Por ejemplo, después de la reacción de la peptidiltransferasa (F), 
el nuevo peptidil-tRNA se acomoda en la posición híbrida A/P, estableciendo contacto simultáneo con los sitios A 
y P. Véase el texto. 
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La entrada del aminoacil-tRNA en el sitio A determina 
la fidelidad de la traducción 


La elongación empieza con la entrada del aminoacil-tRNA en el sitio A de un ribosoma 
recién ensamblado (el complejo de inicio de 70S) o recién salido de un ciclo de 
elongación (figura 31-16). Esta entrada la cataliza el factor EF-Tu, el cual tiene varias 
funciones importantes; una de ellas es la de proteger el lábil enlace éster de alta energía 
de los aminoaciltRNA. Cuando el GTP está asociado al EF-Tu (EF-Tu*GTP ), el factor 
tiene mayor afinidad por los aminoacil-tRNA. Debido a la alta concentración celular de 
EF-Tu (5% de las proteínas de E. coli), todos los aminoacil-t RNA recién sintetizados 
son secuestrados de inmediato y protegidos en complejos EF-Tu*GTP+*aminoacil-tRNA, 
los cuales se unen a un sitio vecino al sitio A ribosómico, el llamado sitio T (figura 31-14), 
en una posición tal que el asa del anticodón del aminoacil-tRNA puede entrar en el sitio A 
e interactuar con el codón ahí disponible (figura 31-19C). Esta interacción, que es 
reversible y puede continuar mientras el EF-Tu no hidrolice su GTP, tiene el propósito de 
“explorar” y verificar que el par codón-anticodón sea el correcto. La forma EF-Tu*GDP, 
que resulta de la actividad de GTPasa del EF-Tu, tiene afinidades muy reducidas por el 
aminoaciltRNA y por el sitio T del ribosoma, lo que ocasiona la disociación del 
complejo, con la salida del EF-Tu-GDP y la entrada definitiva del aminoacil-tRNA en el 
sitio A (figura 31-19E). Es importante señalar que, una vez que se ha disociado el EF-Tu, el 
aminoaciltRNA queda alojado en el sitio A, con independencia de si el par codón- 
anticodón es el correcto o no. En vista de lo anterior, resulta claro que el tiempo de 
“exploración” del codón, que precede a la hidrólisis del GTP, es uno de los mecanismos 
que aseguran la fidelidad de la traducción (los otros son la interacción codón-anticodón y 
la especificidad de las aminoacil-tRNA sintetasas). Este mecanismo depende del “reloj 
molecular” del EF-Tu, el cual mide tiempos basándose en la velocidad con que ocurre la 
reacción de GTPasa. Por ejemplo, un aminoacil-tRNA incorrecto no establecería un 
apareamiento codón-anticodón estable y perdurable, por lo que abandona el ribosoma 
antes de que ocurra la reacción de la GTPasa. Por el contrario, el aminoaciltRNA 
correcto permanecerá apareado con el codón, “esperando” el tiempo necesario (varias 
milésimas de segundo) para la reacción de la GTPasa. La relación entre la fidelidad de la 
traducción y el reloj molecular del EF-Tu se ha demostrado de manera experimental. Por 
ejemplo, compuestos análogos del GTP no hidrolizables que reducen la velocidad de la 
GTPasa aumentan en grado considerable la fidelidad de la traducción; es decir, 
disminuyen el número de residuos erróneos incorporados en la proteína sintetizada. 

El costo de este aumento en la fidelidad es que las proteínas tardan más en sintetizarse, 
lo cual afecta las demás actividades celulares. Es por eso que las células han llegado a un 
arreglo o “solución intermedia” entre velocidad y fidelidad, en el que ambos se mantienen 
en niveles óptimos compatibles con el bienestar celular. Este arreglo ha determinado que 
los ribosomas de los organismos contemporáneos tengan una frecuencia de errores (e) de 


10%, es decir, un error por cada 10 000 aminoácidos incorporados. Para calcular la 
probabilidad (p) de que una proteína con un número n de residuos sea traducida sin error 
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se utiliza este valor de error de traducción, y la siguiente fórmula: 


p =(1- £) 


Por ejemplo, una proteína de 1 000 aminoácidos, a una frecuencia de errores de 107%, 
tiene probabilidad de 0.9048 de estar libre de errores de traducción. Por supuesto, una 
proteína de menor tamaño tiene mejores probabilidades de ser sintetizada sin errores. No 
obstante, estos valores son altos cuando se comparan con la gran fidelidad de la síntesis 
del DNA observada durante la duplicación, lo cual hace evidente que la célula pone más 
cuidado en la síntesis de su genoma que en la de moléculas efímeras como el RNA y las 
proteínas. 

Para restaurar la actividad del EF-Tu*GDP que se generó con la entrada del aminoacil- 
tRNA al sitio A, es necesario reemplazar el GDP por el GTP. Para ello se requiere otro 
factor de la elongación, el EF-Ts, que tiene actividad intercambiadora de nucleótidos de 
guanina. El EF-Tu:GDP se asocia al EF-Ts, en un complejo en el que el EF-Ts 
promueve que el EF-Tu libere el GDP y tome un GTP. El EF-Tu*GTP tiene mucho 
menor afinidad por el EF-Ts, lo cual ocasiona su separación de este último, con lo que se 
restituye un EF-Tu activo, es decir, un EF Tu*GTP con alta afinidad por los aminoacil- 
tRNA y que puede participar en un nuevo ciclo de elongación (figura 31-18). 
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La actividad de peptidiltransferasa de la subunidad de 
50S cataliza la formación del enlace peptídico 


Una vez que el aminoaciltRNA ocupa el sitio A (figura 31-19E), su radical aminoacilo 
queda cerca del radical peptidilo del peptidiltRNA que ocupa el sitio P, ambos en el sitio 
activo de la peptidiltransferasa (figura 31-14). La reacción catalizada por la 
peptidiltransferasa (figura 31-20) es de manera termodinámica favorable y no requiere del 
gasto de enlaces de alta energía, pues su costo energético fue pagado con anterioridad 
durante la activación del tRNA por la sintetasa del aminoaciltRNA. Por el contrario, la 
entrada del aminoacil-tRNA en el sitio A, y la reacción de translocación que sigue a la de 
la peptidil transferasa, consumen cada una un enlace de alta energía, pues los factores de 
elongación que las catalizan, el EF-Tu y el EF-G, son proteínas G con actividad de 
GTPasa, las cuales rompen el GTP en GDP más fosfato. 


Sitio P Sitio A Sitio P Sitio A 


Peptidil- 
transferasa 
— > 
OH 
tRNA; 
fMettRNA; Aminoacil-tRNA tRNA; desacilado Peptidil-tRNA 


Figura 31-20. Reacción de la peptidiltransferasa. La formación del nuevo enlace peptídico está catalizada por la 
peptidiltransferasa, actividad del sitio P, especificamente de su porción constituida por la subunidad ribosómica 
grande. En esta reacción, el nitrógeno del grupo amino del aminoacilt-RNA ataca nucleofílicamente al carbono del 
grupo éster del peptidil-tRNA. Como resultado de esta reacción, el grupo peptidilo se transfiere al grupo amino del 
aminoacil-tRNA, convirtiéndolo en un nuevo peptidil-tRNA, ahora de mayor tamaño (por un residuo) que el 
anterior, mientras que el tRNA del peptidil-tRNA inicial queda desocupado. Nótese que en este ejemplo en 
particular, se ha ilustrado la primera reacción de la peptidiltransferasa, la que ocurre entre el formilmetionil-tRNAf 
inicial y la del 2° aminoacil-tRNA apareado al 2? codón del marco abierto de lectura. 


La translocación se inicia de modo espontáneo, pues al terminar la reacción de la 
peptidiltransferasa los productos de la reacción quedan en posiciones híbridas. El peptidil- 
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tRNA recién formado queda en la posición A/P; su extremo peptidilo ocupa el sitio P, 
mientras que su extremo anticodón permanece apareado al mRNA en el sitio A. 

El tRNA descargado también queda en una posición híbrida, denominada P/E; su 
extremo 3”, ahora con un OH libre, ocupa el sitio de salida E (exit), mientras que su 
extremo anticodón permanece apareado al mRNA en el sitio P (figura 31-19F). 
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El EF-G-GTP cataliza el paso final de la reacción de 
translocación 


El ciclo de elongación se completa con los dos pasos finales de la translocación: 1) los 
tRNA que quedaron en las posiciones híbridas A/P (el peptidil-tRNA) y P/E (el tRNA 
descargado) pasan a las posiciones P/P y E, respectivamente (figura 31-191), con lo que se 
desocupa el sitio A; y 2) el mRNA se mueve junto con el peptidil-tRNA hacia la posición 
P, en un desplazamiento de tres nucleótidos en la dirección 5”, con lo que el siguiente 
codón del marco abierto de lectura queda disponible en el sitio A. La terminación de un 
ciclo de la elongación coincide con el comienzo del siguiente, pues la unión del complejo 
EF-Tu*GTP +*aminoacil-t RNA al sitio T, que inicia el ciclo siguiente, promueve que el 
tRNA descargado en el ciclo previo abandone el sitio E. 

Las etapas de la translocación mencionadas antes requieren la unión del complejo EF- 
G-*GTP al sitio T ribosómico, así como la actividad de GTPasa del EFG. Mediante la 
hidrólisis de su GTP, el EF-G cataliza estas etapas de translocación, empleando 
mecanismos que aún no se conocen bien y que tal vez dependan de cambios 
conformacionales del ribosoma. 

De manera semejante al EF-Tu, el EF-G*GDP que se generó durante la translocación 
tiene menor afinidad por el ribosoma, por lo que se disocia de él. Como en el caso de 
cualquier otra proteína G, para la reactivación del EF G*GDP es necesario reemplazar el 
GDP por GTP. Nótese que tanto el EF-Tu como el EF-G se unen al mismo sitio del 
ribosoma, muy cerca de la región del tallo de la subunidad de 50S, en donde se localiza la 
actividad estimuladora de GTPasas (figura 31-14), la cual contribuye a las reacciones 
catalizadas por estos factores (y quizá participa en ellas). Además, el hecho de ocupar un 
sitio común explica que la unión de estos factores sea de forma mutua excluyente, lo que 
asegura también que los pasos de la elongación ocurran en forma ordenada y cíclica. 
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Terminación de la traducción en E. coli 


La traducción termina cuando un triplete de terminación (UAA, UAG o UGA) aparece 
en el sitio A. Ya que no hay tRNA que reconozcan estos tripletes, el sitio A es ocupado 
por los factores de la terminación o de la liberación (RF, por sus siglas en inglés, 
releasing factors), los cuales reconocen los codones de terminación; RF-1 reconoce 
UAA y UAG y RF-2 a UGA y UAA. En presencia de un tercer factor asociado al GTP, 
el RF 3°GTP, los RF-1 y RF-2 ocupan el sitio A y ocasionan que la peptidiltransferasa 
catalice la transferencia del peptidilo a una molécula de agua, lo que equivale a hidrolizar 
el enlace éster que lo une al tRNA y liberar el péptido de su anclaje ribosómico. Después 
de la liberación del polipéptido RRF (ribosome releasing factor) formado y de los 
factores de terminación, el ribosoma permanece unido al mRNA y contiene los tRNA 
desacilados en los sitios P y E. Después se une el factor de reciclaje de ribosomas al sitio 
A que está vacío y recluta EF-G, lo que estimula la liberación de los tRNA en los sitios P 
y E. Entonces RRF se transloca del sitio A al P, lo que promueve la liberación de EF-G y 
del mismo RRF. Por último, se une IF-3 a la subunidad ribosómica pequeña y esto 
produce la desagregación del ribosoma y la liberación del mRNA, lo que prepara a la 
subunidad pequeña para un nuevo evento de traducción. 
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Los polisomas revelan la múltiple traducción simultánea 
de un mismo mRNA 


Es importante mencionar que la traducción puede iniciarse en un mRNA que ya esté 
siendo traducido. Dado que unos 80 nucleótidos del mRNA son cubiertos por las 
subunidades del ribosoma, y que el mRNA se desplaza durante la translocación, es de 
esperarse que tras la polimerización de al menos los primeros 27 aminoácidos (80 + 3 = 
26.6) el codón de inicio se encuentre una vez más fuera del ribosoma, haciendo factible 
que un segundo ribosoma funcional se ensamble alrededor de él. Esto sucede por lo 
común tanto en los procariotas como en los eucariotas, ocasionando que sobre un mismo 
mRNA existan varios ribosomas activos, los cuales se encuentran unidos al mRNA como 
las cuentas de un rosario. Este aglomerado de ribosomas sobre un mismo mRNA se 
denomina polirribosoma o sólo polisoma (figura 31-21). Se ha establecido que la formación 
de polisomas en eucariotas involucra al complejo denominado elF4F. Este complejo está 
formado por el factor elF4E, que se une al casquete 5” del mRNA; por elF4A, que es 
una ATPasa y una RNA helicasa; y por elF4G, el cual se une a elF4E, a elF3 y a la 
proteína de unión de poli-A, la cual a su vez se une a la cola de poli-A de los mRNA. 
Este complejo genera por lo tanto una asociación entre las terminaciones 5” y 3” de los 
mRNA, lo que hace circulares los mRNA facilitando la formación de polisomas. 


Proteína a punto 
de ser terminada 


Proteina recién iniciada 


NHa* 


O 


mRNA — ——> 


Figura 31-21. Polirribosomas o polisomas. El polisoma consiste de un mRNA con varios ribosomas asociados a 
él, que lo están traduciendo simultáneamente. Cada ribosoma tendrá un distinto grado de avance en la traducción, 
los más cercanos al extremo 3” del mRNA estarán más próximos a terminar la síntesis del péptido y viceversa. 
Las flechas indican la dirección en que los ribosomas avanzan sobre el mRNA. 
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Los pasos de la traducción en los ribosomas de los 
eucariotas son semejantes a los de E. coli 


Aunque la traducción es semejante en todas las especies vivientes, existen ciertas 
diferencias entre procariotas y eucariotas que hay que destacar. En los eucariotas, la 
sintesis no se inicia con formilmetionina, sino con metionina. No obstante, los eucariotas 
también tienen un tRNA especializado en el inicio, el tRNA1, a veces también llamado 
tRNAf porque la transformilasa bacteriana puede formilar su forma activada, el metionil- 
tRNAI, in vitro. 

Otra diferencia importante es que para identificar el codón AUG de inicio y comenzar 
la traducción se utilizan señales y mecanismos distintos. Los mRNA eucarióticos no 
poseen una secuencia de Shine-Dalgarno, con lo cual la identificación del codón AUG 
inicial se basa en un mecanismo diferente al del apareamiento con el rRNA de la 
subunidad pequeña. En los eucariotas, el primer triplete AUG del mRNA es el que suele 
utilizarse como el codón de inicio para la síntesis de la proteína. Por consiguiente, éstos 
han diseñado un complejo mecanismo, denominado de scanning o barrido, para 
encontrar ese primer triplete AUG. Para ello, primero se ensambla, sobre el extremo 5” 
del mRNA, un complejo formado por la subunidad de 40S ribosómica, el metionil-tRNAi 
asociado al factor eIF-2ĦeGTP (el factor de inicio eucariótico 2, elF-2, es el equivalente 
funcional del IF-2 de E. coli), los factores elF-3 y elF-4 y las CBP (del inglés cap 
binding proteins, factores accesorios proteínicos que se unen al casquete del extremo 5” 
de los mRNA eucarióticos). Este complejo parte del extremo 5” del mRNA e inicia un 
recorrido a lo largo de éste en busca del primer triplete AUG, proceso en el cual se 
utilizan varios enlaces de alta energía proporcionados por el ATP. Cuando el factor elF3 
encuentra el primer triplete AUG, el metionil-tRNA1 se aparea con él. La subsecuente 
hidrólisis del GTP del elF2, proceso facilitado por el elF- 5, provoca la disociación de 
todos los factores de inicio, lo cual da lugar a un complejo de inicio de 40S, que se une a 
la subunidad de 60S para formar el complejo de inicio de 80S, con el que comienzan los 
ciclos de elongación. Aunque en la mayor parte de los mRNA eucarióticos el primer 
triplete AUG es con el que comienza la síntesis de proteínas, existen algunos ejemplos en 
que el proceso de scanning lo pasa de largo y selecciona otro AUG más hacia el extremo 
3” del mRNA. Cuando esto sucede, por lo general el AUG que se pasa por alto no se 
ubica dentro de la llamada secuencia consenso de Kozak, la cual se define como 5” 
ACCAUGG 3”. Cuando un triplete AUG (subrayado) está rodeado de las bases que 
conforman la secuencia de Kozak, casi siempre se usa para iniciar la traducción. Por el 
contrario, cualquier triplete AUG cuyas bases adyacentes difieran mucho de la secuencia 
de Kozak tiene probabilidad muy grande de ser pasado por alto durante el proceso de 
scanning O barrido. La elongación de la traducción eucariótica también está catalizada 
por proteínas G. Los equivalentes funcionales eucarióticos de los factores de E. coli 
(entre paréntesis) son: EF1 a (EF-Tu), EF1 Py (EF-Ts) y EF2 (EF-G). Al final, en los 
eucariotas sólo hay un factor de terminación, el eRF, que reconoce los tres tripletes de 
terminación. 
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Los antibióticos suelen interferir en la traducción en 
forma específica 


Un buen número de los antibióticos que se usan para el tratamiento de las enfermedades 
infecciosas causadas por bacterias ejercen sus efectos antimicrobianos al inhibir de 
manera específica la traducción en la bacteria, sin afectar la de las células humanas. El 
estudio de estos antibióticos y de los mecanismos responsables de la inhibición ha 
proporcionado herramientas indispensables para analizar y entender los mecanismos 
moleculares de la traducción (cuadro 31-4). 


Cuadro 31-4. Antibióticos inhibidores de la síntesis de proteínas 


Estreptomicina y otros Inhiben la elongación de las proteínas y originan una lectura errónea del mRNA (en procariotas) 
aminoglucósidos 

Tetraciclina Se une a la subunidad 308 e inhibe la unión de los aminoacil-tRNA (en pro- cariotas) 
Cloranfenicol Inhibe la actividad peptidiltransferasa de la subunidad ribosómica 50S (en procariotas) 
Cicloheximida Inhibe la actividad peptidiltransferasa de la subunidad ribosómica 60S (en eucariotas) 
Eritromicina Se une a la subunidad 508 e inhibe la translocación (en procariotas) 

Puromicina Provoca la terminación prematura de la cadena por actuar como un análogo del aminoaciltRNA 


(en procariotas y eucariotas) 


Agradecimientos 


Este Capítulo fue amablemente revisado por el Dr. Armando Aranda Anzaldo de la 
Facultad de Medicina de la Universidad Autónoma del Estado de México, quien 
amablemente incluyó los conceptos básicos, los cuadros de bioquímica clínica y las 
preguntas de reforzamiento. 


o Preguntas de reforzamiento 


1 En el código genético existen grupos de codones que especifican al mismo aminoácido. ¿Qué podemos concluir con base en la 
secuencia de nucleótidos de tales grupos de codones? 


Respuesta: que solamente las dos primeras bases del codón determinan la especificidad por un aminoácido en particular. 


2 En la mayoría de los casos el primer codón del marco abierto de lectura con la información necesaria para sintetizar una proteína 
corresponde al codón para metionina. Sin embargo, ¿por qué no todas las proteínas funcionales tienen un residuo de metionina en 
su extremo amino-terminal? 
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Respuesta: en muchos casos las modificaciones postraduccionales necesarias para la maduración de la proteína implican la 
eliminación de la metionina amino-terminal. 


3 ¿Por qué durante la traducción la elongación de las cadenas polipeptídicas ocurre hacia el extremo carboxilo-terminal? 


Respuesta: porque la enzima peptidiltransferasa necesaria para la elongación del péptido transfiere el grupo peptidilo del peptidil- 
tRNA ubicado en el sitio P del ribosoma al grupo amino del aminoacil-tRNA recién llegado al sitio A del ribosoma. 


Á El correcto reconocimiento entre el codón y el anticodón es fundamental para la fidelidad del proceso de traducción. ¿Cuál es 
mecanismo enzimático que regula la fidelidad de la traducción? 


Respuesta: el factor de elongación EF-Tu tiene actividad de GTPasa y cuando está asociado con una molécula de GTP muestra 
elevada afinidad por los aminoacil-tRNASs facilitando el acceso de estos al sito A del ribosoma. Sin embargo, cuando el anticodón 
presente en el aminoacil-tRNA no es complementario al codón presente en el sitio A la interacción es inestable y el aminoacil- 
tRNA asociado a EF-Tu-GTP abandona fácilmente el ribosoma, pero cuando la complementariedad codón-anticodón es correcta la 
duración de la interacción es suficientemente larga para dar tiempo a que se manifieste la actividad GTPasa de EF-Tu, que al 
hidrolizar el GTP se queda asociado con GDP y pierde su afinidad por el aminoacil-tRNA que ahora permanece alojado en el sito A 
y listo a participar en la reacción de elongación del péptido naciente. 


5 La peptidiltransferasa es indispensable para la elongación de la proteína en proceso de síntesis. ¿Dónde se ubica está actividad 
enzimática? 


Respuesta: la actividad catalítica de peptidiltransferasa se localiza en la subunidad grande o may or del ribosoma. 


6 La tasa de errores en el proceso de traducción es baja (10-4) pero aún así varios órdenes de magnitud mayor que la tasa de errores 
en la duplicación del genoma. ¿Por qué la célula tolera más el error en la traducción que en la duplicación? 


Respuesta: las proteínas se sintetizan para cumplir funciones metabólicas o estructurales pero están sujetas a recambio continuo 
además de que por lo general se producen varias copias de una misma proteína. En cambio el genoma debe, en principio, 
transmitirse sin cambio de una generación a la otra pues la fidelidad estructural de las proteínas celulares depende en última 
instancia de la fidelidad de la información genética codificada en el DNA. 
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Capítulo 32 


¿o Regulación de 
ta” o? la expresión génica 


Fernando López Casillas, Nimbe Torres y Torres, Armando Roberto Tovar Palacio 


e La regulación de la expresión génica ocurre en distintos niveles 

e De la “adaptación” enzimática a la “inducción” enzimática 

e La inducción enzimática está regulada genéticamente 

e Lac! codifica una proteína represora de la transcrip ción de lacZ YA 

+ El operador de Zac, lacO, es un elemento regulador en cis 

+ El operón de la lactosa de E. coli, un paradigma en la regulación de la expresión génica 

e Un operón también puede regularse con un “interruptor genético” de “control positivo” 

e Control positivo del operón de la lactosa y “represión catabólica” 

+ El operón de la lactosa es controlado por un interruptor genético de alta eficiencia 

e Interacciones moleculares del represor y el operador de lac 

+ El inductor cambia la conformación del represor 

+ El mecanismo de atenuación de la transcripción regula la síntesis de los aminoácidos en procariotas 
e En el ciclo de vida del bacteriófago A, la decisión lisis/lisogenia depende de un interruptor genético 
e Mecanismos y componentes del interruptor genético determinante de la lisis/lisogenia 

e Establecimiento del estado lisogénico 

e La decisión lisis/lisogenia es sensible a las condiciones ambientales del huésped 

e Inducción del estado lítico y respuesta SOS 


e La inducción eficiente del estado litico, una consecuencia del comportamiento cooperativo del represor de A 


e Cómo las proteínas reguladoras “leen” las bases del DNA 
e La unión del represor de à a sus operadores es mediada por la conformación HTH 
e Otras conformaciones de proteínas reguladoras que participan en la unión al DNA 


e Los “dedos de zinc”, un motivo estructural de unión al DNA presente en los receptores de las hormonas esteroides 


e Totipotencialidad y regulación de la expresión génica 

e Los genes eucarióticos tienen diversas modalidades de expresión 

e Los interruptores genéticos en eucariotas son distintos y más complejos que en los procariotas 
e Regiones reguladoras y factores activadores de la transcripción eucariótica 

e Los factores eucarióticos activadores de la transcripción son “proteínas modulares” 

e Los factores activadores de la transcripción son regulados de distintas maneras 

e Receptores de las hormonas esteroides: factores reguladores de la transcrip ción 

e Mecanismos de acción del receptor de glucocorticoides 

e El receptor de glucocorticoides también es un represor transcrip cional 

e NF-kB es el principal factor regulador de los genes mediadores de la inflamación 

° El efecto antiinflamatorio de los glucocorticoides se debe a la desactivación de NF-kB 

e Regulación de la transcripción eucariótica al nivel de la remodelación de la estructura cromatínica 
e La determinación del sexo en la mosca de la fruta es regulada por un emp alme alternativo 

e Regulación de la expresión génica a nivel de la estabilidad del mRNA 

e La degradación de algunos mRNA eucarióticos está regulada 

e Regulación de la expresión génica al nivel de la traducción 


e Epílogo 
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e a clave 


Í Los diversos mecanismos que determinan el inicio de la transcripción son reguladores del proceso de expresión génica. 


2 El inicio de la transcripción está regulado por la afinidad de la RNA polimerasa, por proteínas, o ambas, denominadas factores de 
transcrip ción que modulan de manera positiva o negativa la afinidad del promotor por la RNA polimerasa. 


3 Los promotores pueden estar controlados por dos o más factores de transcripción que a su vez son activados por diferentes 
condiciones ambientales. 


4 La unión selectiva de los factores de transcripción a los promotores de genes específicos se debe a que contienen dominios de 
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unión al DNA como la “hélice-giro-hélice”, “hélice-asa-hélice”, “cierres de leucina” y “dedos de zinc” entre otros. 


5 El análisis promotor del operón de lactosa en E.coli y el del promotor del bacteriófago A que induce o reprime el estado litico o 
lisogénico del fago A, establecieron los principios de los mecanismos de regulación de la expresión génica. 


6 Existen otros niveles de regulación de la expresión génica que involucran la modificación de la estabilidad de los RNAm por 
medio de los microRNAs, y control a nivel de la traducción entre otros. 


Implícita en el término “regulación de la expresión génica” está la noción de que las 
células usan su repertorio genético en forma selectiva, de la misma manera en que los 
estudiantes de medicina utilizarían la biblioteca de su escuela. Aunque ésta contenga 
obras que abarquen todo el conocimiento médico, los estudiantes de primer año de 
seguro se limitarán a consultar (“transcribir y traducir”) los textos (“genes”) dedicados a 
las materias básicas, anatomía y fisiología, entre otras, mientras que los estudiantes de 
años avanzados recurrirán a los textos de medicina interna y cirugía, entre otros. Su 
selectividad de textos estará dictada por sus necesidades académicas vigentes; mal haría 
el estudiante de primer año que, debiendo presentar el examen departamental de 
bioquímica, se pasara las horas estudiando otorrinolarmgología. En forma igual de 
pragmática, las células utilizan sólo una fracción de los genes de su genoma, aquélla que 
les permitan responder con éxito a sus necesidades fisiológicas, las cuales varían con los 
cambios de su entorno. Por ejemplo, una bacteria que prolifera en un medio de cultivo 
mínimo tendrá que producir las enzimas que le permitan sintetizar los aminoácidos a 
partir de los nutrimentos limitados proporcionados por ese medio. Si tales aminoácidos 
están presentes en el medio de cultivo, la bacteria no gastará energía en poner en marcha 
las vías para su síntesis. En los organismos eucarióticos multicelulares las “necesidades 
fisiológicas” son mucho más complejas que en los procariotas, e incluyen, entre otras 
muchas, las derivadas de una lesión o enfermedad, de un cambio en la dieta o el ataque 
por un microorganismo, o las relacionadas con el desarrollo embrionario. Es claro que no 
todas las respuestas a las modificaciones en el entorno celular requieren un cambio en el 
patrón de la expresión génica. Muchas respuestas ocurren con rapidez, a veces en 
fracciones de segundo, modificando la actividad de los componentes celulares 
disponibles; por ejemplo, el abrir y cerrar canales iónicos membranales para regular la 
actividad eléctrica de circuitos neuronales. No obstante, un gran número de las respuestas 
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son mediadas por cambios en el patrón de la expresión génica, que ocurren en tiempos 
relativamente largos (minutos a días) pudiendo ser temporales o definitivos. En este 
capítulo se discutirán las estrategias moleculares que utilizan las células, tanto 
procarióticas como eucarióticas, para regular la expresión de sus genes. 
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La regulación de la expresión génica ocurre en distintos 
niveles 


Por expresión génica se entiende la serie de sucesos que conducen a la síntesis de algún 
producto génico, por lo general un polipéptido. Estos sucesos constituyen el flujo de la 
información genética, que incluye los siguientes pasos: la transcripción del gen, el 
procesamiento del transcrito primario en un mRNA funcional y su ulterior traducción en 
una proteína (figura 26-2). Aunque algunos autores consideran que las modificaciones 
postraduccionales (localización en compartimentos subcelulares, glucosilación, activación 
proteolítica de zimógenos y fosforilación de ciertos residuos, por mencionar algunos 
ejemplos) y la degradación selectiva de algunas proteínas son parte de la regulación de la 
expresión, éstas no se discutirán en este capítulo. 

En principio, cada uno de los pasos que van de la transcripción del DNA a la síntesis de 
la proteína puede estar regulado. Dependiendo del tipo de organismo y del gen en 
cuestión, la regulación de la expresión génica dependerá, en mayor o menor grado, de 
alguno de estos pasos. Por ejemplo, en los organismos procarióticos el procesamiento 
postranscripcional de sus mRNA es por lo general inexistente, de ahí que la transcripción 
y la traducción sean los niveles de regulación significativos. 

En cambio, los eucariotas regulan en mayor medida la expresión de sus genes al nivel 
del procesamiento de sus transcritos primarios, como ocurre con el empalme alternativo 
(figura 30-11). Otra oportunidad de control muy prominente en los eucariotas se presentan 
en la cromatina, es decir, por el grado de empaque de su DNA genómico en nucleosomas 
y otros arreglos cromosómicos (figuras 28-7 y 28-8). 

Pese a los múltiples niveles de regulación de la expresión génica, el punto predominante 
de control, tanto en eucariotas como en procariotas, es el transcripcional Esto es una 
reminiscencia de lo que ocurre con otras vías biosintéticas, en las cuales el paso inicial es 
el que regula y limita todo el proceso (la transcripción en el caso de la expresión génica), 
de tal manera que cuando los productos finales no son necesarios, se evitan pasos 
biosintéticos posteriores costosos (el procesamiento de los transcritos primarios y la 
traducción, en este caso). En la decáda de 1970-79 eran pocos los modelos 
experimentales de regulación de la expresión génica bien conocidos; hoy en día los casos 
son incontables. En el presente capítulo sólo se discutirán los ejemplos clásicos y 
representativos, que le transmitirán al estudiante la importancia del tema. Una vez más, 
como ha sucedido en capítulos anteriores, la bacteria Æ. coli ha proporcionado muchos 
de los mejores ejemplos, tales como el funcionamiento del operón de la lactosa y la 
decisión de los procesos lítico o lisogénico del bacteriófago A, ambos paradigmas del 
control transcripcional procariótico, razón por la cual se discutirán en forma detallada. 
Por fortuna, las enseñanzas que se deriven de ahí serán aplicables y de utilidad para 
entender la regulación de otros genes, aun en organismos como el ser humano. Jacques 
Monod, uno de los científicos más brillantes del siglo XX, quien formuló los conceptos 
del alosterismo, del mRNA y del operón, enfatizó esto con una frase que, aunque 
imprecisa en el detalle particular, es correcta en lo general: “lo que es cierto para 
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Escherichia coli, es cierto para el elefante”. 
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De la “adaptación” enzimática a la “inducción” 
enzimática 


En 1942, Monod observó que cuando E. coli se cultivaba en un medio cuya fuente de 
carbono era glucosa más otro compuesto, como sorbitol o lactosa, el cultivo mostraba 
dos fases de crecimiento logarítmico, separadas por un periodo sin proliferación (figura 32- 
1). Este experimento proporcionó un poderoso modelo de estudio, que fue con habilidad 
explotado por Monod y muchos otros investigadores para sentar las bases de la 
regulación de la transcripción procariótica. En presencia simultánea de glucosa y alguna 
otra fuente de carbono, como lactosa, la bacteria sólo consume la fuente alternativa 
cuando la glucosa se ha agotado. Durante el periodo intermedio sin proliferación, las 
bacterias se “adaptan” para usar la segunda fuente de carbono. En principio, esta 
“adaptación” podría deberse a la activación de formas precursoras inactivas de las 
enzimas encargadas de la fermentación de la fuente adicional de carbono o a su síntesis 
de novo. En condiciones basales, la célula bacteriana sólo posee el repertorio enzimático 
elucolítico, lo cual explica la utilización preferente y constitutiva de la glucosa. Cuando la 
glucosa se consumió, siempre y cuando haya en el medio otra fuente de carbono, la 
bacteria recurre a las enzimas que le permitan aprovecharla. Una de las enzimas 
indispensables para la fermentación de la lactosa es la P-galactosidasa, que rompe el 
enlace glucosídico entre los monómeros del disacárido (figura 32-2). 
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Figura 32-1. Crecimiento diaúxico de E. coli. Células de E. coli, cultivadas previamente en un medio mínimo, se 
transfirieron, al tiempo cero, a medios con glucosa y lactosa en las siguientes proporciones: 1/3 (A), 1/1 (B) y 3/1 
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(C), en los cuales continuaron su proliferación. En los tiempos indicados se determinó la densidad óptica del 
cultivo, la cual es proporcional a la cantidad de bacterias presentes en el mismo. Las curvas de proliferación 
indican que las bacterias empiezan a proliferar en forma logarítmica, llegan a una fase de nulo crecimiento 
(“meseta”), que dura aproximadamente una hora, tras la cual recobran su crecimiento hasta llegar a una segunda 
meseta final, debida al agotamiento de los nutrientes del medio. Nótese la correlación entre la cantidad inicial de 
glucosa y el aumento en que aparece la primera meseta. 
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Figura 32-2. Estructura de los sustratos e inductores de la B-galactosidasa (B-gal). La P-galactosidasa hidroliza el 
enlace PB-glucosídico (punta de flecha) que une a la galactosa y la glucosa, los constituyentes de la lactosa. Dos 
sustratos artificiales incoloros de la fP-galactosidasa han sido de gran utilidad para detectar y cuantificar 
colorimétricamente esta enzima. Cuando la P-galactosidasa rompe los enlaces b-glucosídicos del ONPG (orto- 
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nitrofenil-B-galactósido) y el X-gal (5-bromo-4-cloro-3 indolil-beta-D-galactósido), los productos de la reacción 
son galactosa y compuestos de intenso color, el orto-nitrofenol (amarillo) y el 5-bromo-4-cloro-3-indol (azul), 
respectivamente. La P-galactosidasa también puede isomerizar el enlace glucosídico de la lactosa, dando lugar al 
disacárido 1,6-alolactosa, el cual es el auténtico inductor natural del operón de la lactosa. El compuesto isopropil- 
P-D-tiogalactósido (IPTG) es un análogo no hidrolizable de la lactosa, que sirve como un inductor artificial o 
“gratuito” del operón. 


Monod et al., demostraron que en condiciones basales, esta enzima es inexistente y 
que E. coli sólo la sintetiza cuando la lactosa está presente en un medio de cultivo sin 
glucosa. Esto quiere decir que la lactosa funciona como un inductor capaz de estimular la 
producción de la P-galactosidasa. Resulta importante que otras dos enzimas también son 
inducidas de modo simultáneo por la lactosa: la permeasa de lactosa, que incrementa la 
entrada de la lactosa a la bacteria, y la tiogalactósido transacetilasa. Dichos resultados 
indicaron que este proceso, llamado de “adaptación” enzimática, era en realidad una 
“inducción” enzimática, pues dependía de la síntesis de novo de esas enzimas y no de 
una “activación” de enzimas preexistentes. Algunas herramientas experimentales valiosas 
para el estudio de este proceso fueron los sustratos artificiales y los compuestos 
inductores artificiales o “gratuitos” de la P-galactosidasa. Los inductores gratuitos son 
análogos del inductor natural, que a diferencia de éste no son hidrolizados por la f- 
galactosidasa, por lo que pueden mantener un estado de inducción constante. Los 
sustratos artificiales permiten detectarla y cuantificarla con facilidad, ya que sus 
productos de reacción son coloridos (figura 32-2). 
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La inducción enzimática está regulada genéticamente 


Otra herramienta fundamental para entender la inducción enzimática fue la generación de 
bacterias con un fenotipo Lac “lactosa menos”; es decir, que eran incapaces de 
fermentar lactosa. El hecho de que empleando compuestos mutagénicos como los 
descritos en el capítulo 28 se obtuviesen este tipo de bacterias indicó que la causa del 
fenotipo Lac radicaba en la mutación de los genes que codifican las enzimas 
responsables de la fermentación de la lactosa, el gen lacZ de la P-galactosidasa o el gen 
lacY de la permeasa (o ambos). Una deficiencia del gen c de la transacetilasa (lacA) no 
causa un fenotipo Lac , pues esta enzima no participa en el catabolismo de la lactosa; de 
hecho, a la fecha se desconoce su función. La nomenclatura usada para describir las 
mutantes Lac se basa en la identificación del fenotipo para cada una de las tres enzimas 
inducibles por lactosa. Por ejemplo, las variantes Lac que no producen P-galactosidasa 


en presencia del inductor, pero sí permeasa, se denominan lacZ ,Y*; en cambio, las 
deficientes en ambas enzimas se denominan lacZ ,Y . Es claro que las mutantes 


afectadas en el gen de la transacetilasa (lacA ) son Lac”; es decir, son silvestres en 
cuanto a la fermentación de la lactosa. Experimentos de mapeo genético demostraron que 
estos genes están ligados en el genoma bacteriano; de hecho, son contiguos y están 
ordenados en forma Z — Y — A (figura 32-3), constituyendo los genes estructurales de lo 
que hoy se conoce como un típico operón bacteriano (figura 28-5). 
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Pr + , 
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Figura 32-3. El operón de la lactosa de Æ. coli. Los tres genes estructurales del operón de lactosa codifican para 
la B-galactosidasa (lacZ), la galactósido permeasa (lacY) y la tiogalactósido transacetilasa (lacA). La función de la 
permeasa es acelerar el transporte de la lactosa al interior de la bacteria. La función de la transacetilasa se 
desconoce. Estos genes se transcriben conjuntamente en un mRNA policistrónico. La región reguladora del 
operón se localiza en el extremo 5” de los genes lacZYA y está compuesta del sitio de unión de la polimerasa, el 
promotor (P), el sitio de unión del represor, el operador (O), y el sitio de unión de CAP (del inglés catabolite 
activator protein), un factor regulador positivo del promotor (figura 32-8). El gen vecino al extremo 5” del 
operón de la lactosa es lacl, el cual codifica al represor de lac, un factor regulador negativo del promotor. Lacl 
es un gen independiente del operón de la lactosa y es transcrito por su propio promotor en forma constitutiva 
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(véase el texto). 


Sin embargo, los experimentos de mutagénesis revelaron otro tipo de bacterias 
mutantes mucho más interesantes, las cuales expresaban de manera constitutiva las tres 
enzimas; es decir, su síntesis no requería del inductor. Estas mutantes, que se 


denominaron LacI (en contraposición a las bacterias silvestres inducibles, LacI”), tenían 
deficiente un gen distinto (lac) de los genes estructurales que afectaba la expresión 
normal de éstos. 
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LacI codifica una proteína represora de la transcripción 
de lacZ YA 


En principio, la mutación de LacI” a LacI podría deberse a la presencia de un “inductor 
endógeno” que liberase a las células del requisito de la lactosa, el inductor natural. Sin 
embargo, la búsqueda bioquímica de tal molécula fue infructuosa. El descubrimiento de 
la conjugación o “sexualidad” bacteriana en la década de 1950-59 hizo posible el 
experimento que descartó por completo la idea del “inductor endógeno”. Durante la 
conjugación bacteriana, una cepa denominada “macho” o Hfr (High frequency 
recombination) transfiere una copia de su genoma (que aunque puede ser completa, por 
lo general no lo es) a una cepa receptora denominada “hembra” (F ). Esta transferencia 
ocasiona que la cepa F se convierta, al menos por un tiempo, en un organismo (de 
forma parcial o total) diploide (denominado merocigoto) que posee dos copias de los 
genes donados (una propia y la otra de la cepa Hfr). Conjugando cepas silvestres con 


mutantes Lac > Monod ef al., demostraron que lac] codificaba un “factor difusible”, 
muy probable una proteína represora, que podía apagar la expresión de lacZYA. El 
experimento que Pardee, Jacob y Monod hicieron consistió en conjugar una cepa Hfr 


(donadora) de genotipo lacI”, Z*, Strs, Tsxs con una cepa F (receptora) de genotipo 
lac, Z , Strr, Tsxr y determinar si el fenotipo Lac del merocigoto era inducible o 
constitutivo (figura 32-4). Antes y durante la conjugación, estas cepas habían sido 
cultivadas sin inductor, por lo cual carecían por completo de f-galactosidasa. Nótese que 
aunque la cepa receptora F era lací , también era lacZ , de ahí que cualquier 
incremento de la P-galactosidasa en el merocigoto se originaría del gen lacZ silvestre del 


donador. Además, como el donador era lacI”, dicho incremento debería requerir un 
inductor. Si el fenotipo Lac] dependiese de un inductor endógeno, éste estaría presente 
en la célula receptora, de lo que resultaría la síntesis constitutiva de P-galactosidasa en el 
merocigoto. El resultado del célebre experimento “PaJaMo” (llamado así por sus autores 


Pardee, Jacob y Monod) fue que el gen lacZ* del donador, al entrar en la célula 
receptora, se expresó con brevedad y en menos de una hora su expresión se detuvo o 
reprimió (círculos blancos en la figura 32-4). En cambio, en presencia de un inductor 
exógeno, ésta represión no ocurrió y la P-galactosidasa continuó acumulándose (círculos 
azules en la figura 32-4). Esta conducta del merocigoto indicó que la cepa receptora F , al 


inicio lací (constitutiva), se había convertido en lac" (inducible), con lo cual la 
presencia de un inductor endógeno quedó descartada. La interpretación que Monod y sus 
colaboradores dieron a este experimento fue que la breve expresión constitutiva de lacZ 
se debía a la falta de una molécula represora, tal vez una proteína, la cual se sintetizaría a 
partir del gen lacI” silvestre, más o menos una hora después de haber sido transferido a 
las células de la cepa F (receptoras). Además postularon, de forma textual, que este 
represor ejercía su efecto negativo sobre lacZYA “inhibiendo la transferencia de 
información de estos genes a sus respectivas proteínas” (hoy en día llamaríamos 
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“expresión génica” a la mencionada “transferencia de información””). También postularon 
que los inductores, como la lactosa o el IPTG, ejercían su efecto inductor al neutralizar o 
desactivar la acción del represor y que las mutantes LacI son constitutivas debido a la 
falta de un represor funcional y no a la presencia de un inductor endógeno. Aunque este 
represor debía estar presente en la célula donadora del experimento PaJaMo, no pasaba a 
la célula receptora, ya que el DNA es la única molécula del donador que se transfiere al 
receptor durante la conjugación. Experimentos posteriores confirmaron la suposición 
inicial de que el producto del gen lacI era una proteína represora del operón de la lactosa, 
el ahora llamado “represor de lac”. No obstante, la purificación y caracterización 
bioquímica de tal represor no fue posible sino hasta finales de la década de 1960-69. 
Mientras tanto, Monod y sus colaboradores usaron una vez más experimentos genéticos 
para atacar otra interrogante de gran relevancia, identificar el blanco celular sobre el cual 
actuaba el represor. 
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Figura 32-4. El experimento “PaJaMo”. A) Se ilustra la transformación bacteriana, la cual consiste en la 
transferencia de una copia recién duplicada de un factor episomal F a una célula receptora carente del factor (F 


~). La conjugación bacteriana ocurre bajo mecanismos semejantes; la diferencia es que durante la conjugación el 
material genético transferido, es una copia recién duplicada del cromosoma de la célula donadora (Hfr). Al 


transferir una réplica del genoma de la cepa donadora (Hfr), la cepa receptora (F ) se convierte en un 
merocigoto; es decir, un organismo temporalmente diploide para los genes transferidos. La transferencia completa 
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del genoma del donador es un evento que, dependiendo de cada cepa en particular, siempre se inicia y termina en 

el mismo punto del cromosoma y dura aproximadamente 100 minutos. Debido a estas propiedades, los primeros 
mapas genómicos de £. coli que se obtuvieron por conjugación empleaban los minutos como unidades de 
referencia para la ubicación de los genes. B) La inducción de P-galactosidasa se midió en distintos tiempos 


después de la conjugación entre una cepa de £. coli Hfr (donadora) de genotipo lacI? Z" StrS, Tsx5 y otra cepa 


F (re ceptora) de genotipo lack, zZ, Str” Tsx”. La adición temprana de estreptomicina y bacteriófago T6 
asegura que sólo sobrevivan las bacterias merocigotas resultantes de la conjugación, pues la cepa donadora es 


sensible a la estreptomicina (Str*) y a la infección por T6 (Tsx*). La cantidad de P-galactosidasa se determinó en 
la presencia (círculos verdes) y ausencia (círculos blancos) de un inductor artificial, el cual se añadió en un 
tiempo en el que las bacterias Hfr ya habían sido destruidas por la estreptomicina y el bacteriófago T6. 
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El operador de lac, lacO, es un elemento regulador en cis 


En 1961, Jacob y Monod publicaron un artículo trascendental en donde proponían un 
modelo que explicaba el mecanismo de la inducción de las enzimas responsables de la 
fermentación de la lactosa. En este trabajo, postularon una serie de ideas revolucionarias. 
Primero, que la transcripción de los genes estructurales lacZYA era regulada de manera 
coordinada por el producto del gen lacl, el represor de lac. Segundo, que los genes 
estructurales, junto con otro importante gen regulador, el operador de lac, lacO, 
formaban una unidad reguladora, el operón. Tercero, que este operador era el blanco del 
represor y que ambos funcionaban de manera coordinada, estableciendo un interruptor 
(switch) que podía activar o apagar la transcripción de los genes estructurales. Este 
interruptor estaba encendido cuando el operador se encontraba libre del represor y estaba 
apagado cuando lo tenía unido; es decir, que si el represor estaba unido al operador, la 
transcripción del mRNA de los genes del operón se detenía, previniendo la síntesis de sus 
respectivas enzimas (figura 32-3). Además, propusieron un mecanismo para explicar cómo 
el inductor podía determinar el estado funcional del interruptor; la unión del inductor al 
represor impedía la unión de este último con el operador, debido a que el represor era 
una proteína alostérica cuya afinidad por el operador cambiaba (en este caso, disminuía) 
al interactuar con un modificador alostérico, el inductor. 

En experimentos de transformación semejantes a los descritos en la figura 32-4, Jacob y 
Monod cuantificaron las cantidades de P-galactosidasa y de galactósido transacetilasa en 
los diploides obtenidos. Los genotipos de las cepas receptoras y las cepas donadoras (F”) 
se indican en cada renglón (véase la explicación en el texto). Aunque, en principio, se 
trata también de un intercambio “sexual” de material genético entre dos bacterias de 
“sexos opuestos estos experimentos de transformación difieren de la conjugación porque 
la cepa donadora no transfiere una copia de su genoma, sino la copia de un plásmido, el 
llamado factor de fecundidad F”. El factor F” es un DNA episómico, independiente, 
circular y de menor tamaño que el cromosoma bacteriano, con el cual se puede dotar a la 
bacteria receptora de tantos genes como sea posible acomodar en él. De hecho, muchos 
genes que confieren a las bacterias resistencia a los antibióticos son intercambiados entre 
ellas mediante la transformación plasmídica (tomado de Jacob F, Monod J: J Mol Biol 
1961;3:318). 

Los experimentos cruciales de Jacob y Monod consistieron en determinar la 
inducibilidad o la constitutividad (o ambas) de los genes lacZ y lacA, cuando estaban 
presentes en merodiploides temporales obtenidos de la transformación de bacterias de 
diversos genotipos de Lac (cuadro 32-1). La transformación bacteriana se asemeja a la 
conjugación, pues consiste en la introducción de material genético (DNA, no 
necesariamente cromosómico), en general un plásmido, que en este caso contiene genes 
de la región laci-lacZYA. En estos experimentos, Jacob y Monod ensayaron un nuevo 
tipo de mutantes constitutivos cuyos efectos en el fenotipo de los diploides demostraba 
que su constitutividad era de una naturaleza muy diferente a la de las mutantes LacI , lo 
cual indicaba la existencia de un nuevo gen regulador, el operador de lac, lac0. En los 
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renglones 1 y 2 del cuadro 32-1 se muestran los resultados que podrían esperarse para 
bacterias haploides (no transformadas) con genotipos lacI* y lac! , de manera respectiva, 


y silvestres en los genes lacZ y lacA. En ausencia del inductor, la bacteria lacI" (renglón 
1) tiene niveles de P-galactosidasa y transacetilasa apenas detectables, los cuales, en 
presencia del inductor se incrementan 1 000 y 100 veces, respectivamente. En cambio, la 
bacteria lac] (renglón 2) tiene niveles máximos de galactosidasa y transacetilasa sin 
necesidad del inductor. El diploide del experimento del renglón 3 confirma el experimento 
PaJaMo (figura 32-4), pues la transferencia del gen JacI* silvestre es dominante sobre 
lacT y hace inducibles a los genes lacZ y lacA diploides, sin importar si residen en el 
plásmido de la cepa donadora o en el genoma de la receptora. Nótese que en este 
experimento los niveles inducidos de f-galactosidasa y transacetilasa duplican los valores 
observados en los experimentos anteriores, debido a la dosis genética doble del diploide. 
El experimento del renglón 4 muestra el fenotipo de la mutante lacf (súperrepresora), en 
la cual el represor tiene menor afinidad por el inductor, razón por la cual, aun en 
presencia del inductor, no permite la inducción enzimática. El efecto de lac es 
dominante sobre el silvestre lac!”, tal como lo demuestran los resultados del experimento 
del renglón 5, pues un diploide lacI'/lacIó sigue siendo súper-reprimido. Experimentos 
como los mostrados en los renglones 4 y 5, empleando las mutantes lac'?, apoyaban la 
propuesta de que el producto del gen lac] era un factor proteínico “difusible” que 
actuaba en trans de los genes estructurales del operón. La nueva mutante constitutiva, 
lacO”, usada en los experimentos 6 a 8, difería de lac! en dos aspectos: primero, no 
abolía por completo la acción del represor, y segundo, sólo actuaba en “cis”; es decir, su 
efecto era dominante sólo sobre los genes estructurales situados en la misma molécula de 


DNA donde /lac0* residía. 


Cuadro 32-1. El experimento de Jacob y Monod que explica la función de /acO 


1 1 100 


Lac? z* A? 0.1 100 
: Da ZA 100 100 ai x 
3 Lac ,Z™,At/F(Lacl", Z,A") 1 240 1 270 
he LacIS Zt At 0.1 1 1 1 
3 LacIS,Z+ A™/F(LacI t, Zt, A”) 0.1 2 i 3 
i 5 95 15 100 


1191, 
booksmedicos.org 


Laco zt At 


7 LacO*,Z7,At/F(LacOE Zt, AD 180 440 l 220 


8 LacIS Ot Z+, AT/F (Lac OC, Zt, A» 190 219 150 200 


En experimentos de transformación semejantes a los descritos en la figura 31-4, Jacob y Monod cuantificaron las cantidades de p- 
galactosidasa y de galactósido transacetilasa en los diploides obtenidos. Los genotipos de las cepas receptoras y las cepas donadoras 
(F”) se indican en cada renglón (véase explicación en el texto). Aunque, en principio, se trata también de un intercambio “sexual” de 
material genético entre dos bacterias de “sexos opuestos”, estos experimentos de transformación difieren de la conjugación porque la 
cepa donadora no transfiere una copia de su genoma, sino la copia de un plásmido, el llamado factor de fertilidad F’. El factor F’ es 
un DNA episomal, independiente, circular y de menor tamaño que el cromosoma bacteriano, con el cual se puede dotar a la bacteria 
receptora de tantos genes como sea posible acomodar en él. De hecho, muchos genes que confieren a las bacterias resistencia a los 
antibióticos son intercambiados entre ellas mediante la transformación plasmídica. 


En forma haploide lacO” sólo es en parte constitutiva (renglón 6), y en forma diploide 
(renglón 7) sólo hace de forma parcial constitutiva la B-galactosidasa (lacZ” acompaña a 
lacOc en el plásmido F), dejando a la transacetilasa en su totalidad inducible (lacA* reside 
en el genoma de la cepa receptora junto con la forma silvestre de lacO*). El experimento 


ilustrado en el renglón 8 muestra que, aun en presencia del súper-represor (lac), laco? 
sigue confiriendo constitutividad parcial a los genes estructurales, lo cual sugiere que el 


defecto de lacO” convierte al operador en un interruptor (switch) que está encendido de 
manera continua, aun en presencia del súper-represor. 
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El operón de la lactosa de E. coli, un paradigma en la 
regulación de la expresión génica 

Con su artículo de 1961, Jacob y Monod sentaron las bases del control de la 
transcripción bacteriana. Todos los postulados y predicciones de ese artículo han sido 
confirmados a nivel molecular. Las conclusiones de Jacob y Monod, que hoy en día 
podrían parecer obvias, tuvieron el gran mérito de haberse alcanzado cuando aún no se 
descifraba el código genético, ni se sabía de la existencia del mRNA ni se desechaba aún 
la idea errónea de que a cada gen le correspondía un ribosoma, el cual estaría 
especializado en la síntesis de una proteína en particular (la hipótesis llamada “un gen-un 
ribosoma- una proteína”). De hecho, gracias al trabajo y a las ideas de Monod et al., se 
desarrollaron el concepto de la regulación alostérica y la visión de los genes como 
unidades transcripcionales, reguladas, productoras de moléculas efímeras, los mRNA, 
capaces de “transferir la información de los genes a sus respectivas proteínas”. 

En su definición actual, el operón es una unidad transcripcional regulada, compuesta al 
menos de una región reguladora, formada por un operador y un promotor y de varios 
genes estructurales que se transcriben de manera simultánea como un mRNA 
policistrónico. El operador funciona como el componente en “cis” de un interruptor 
genético, que colabora con un factor regulador en trans para regular la transcripción de 
los genes estructurales. Por lo general, este factor regulador en trans es una proteína que 
se une a secuencias nucleotídicas específicas del operador, controlando con ello la unión 
de la RNA polimerasa al promotor. Estas proteínas reguladoras suelen ser alostéricas, es 
decir, su capacidad de unirse al operador depende de un “modulador alostérico” que, 
como es el caso del operón de la lactosa, puede ser un inductor o activador de la 
transcripción. Para lograr estos efectos, las secuencias del operador por lo común se 
traslapan o coinciden con las secuencias del promotor. En consecuencia, esto puede 
ocasionar, como en el caso del represor de lac, que la unión de la proteína represora 
bloquee la unión de la RNA polimerasa. De ahí que se diga que el operón de la lactosa 
tiene control negativo, pues la unión de la proteína reguladora al operador impide la 
transcripción. Para liberar este bloqueo, es necesaria la unión del inductor a la proteína 
represora, unión que causa un cambio alostérico en el represor el cual se separa del 
operador, dejando libre el acceso a la RNA polimerasa (figura 32-5). 


booksmedicos.org 


Promotor 


ea aa 


(Sitio de unión 


de la RNA pol) — 


Lac Z 
NS Sitio de la unión 
del represor 
+1 mRNA 


“— Inductor 


A 


Represor 
inactivo 


2 


Prendido Apagado RNA pol 


RNA pol 


Represor activo 


Lac Z Lac Z 


> 


Figura 32-5. El operón de la lactosa es un switch genético negativo e inducible. La transcripción de los genes 
estructurales del operón de la lactosa está regulada de manera negativa e inducible por el represor y el inductor. 
Este switch genético está prendido cuando el inductor se une a la proteína represora, la cual adopta una 
conformación que le impide unirse al operador (rectángulo rayado amarillo), dejando libre el acceso de la RNA 
polimerasa al promotor (rectángulo rayado azul ). La falta del inductor apaga el switch. Sin el inductor, la 
conformación de la proteína represora cambia, de tal manera que ahora puede unirse al operador, bloqueando con 
ello la unión de la RNA polimerasa al promotor. 


Otro operón que también es regulado por un sistema o interruptor de control negativo 
es el del triptófano. Este operón está constituido por cinco genes, cuyos productos son 
enzimas que participan en la biosíntesis del aminoácido triptófano a partir de su 
precursor, el corismato. La trans cripción de este operón también es bloqueada por una 
proteína alostérica represora. Sin embargo, en este caso la forma activa del represor es la 
que está unida al modulador alostérico, el triptófano, el cual funciona como un 
corepresor (figura 32-6). Ésta es una diferencia notable con el represor de la lactosa, el 
cual se desactiva en presencia del modulador alostérico. Así pues, cuando E. coli dispone 
de suficiente triptófano, la transcripción del operón de este aminoácido se reprime, y sólo 
cuando los niveles de triptófano se reducen, el represor se libera del correpresor y se 
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producen las enzimas encargadas de la biosíntesis del triptófano. En una sección 
posterior se discutirá cómo, mediante un mecanismo regulador adicional, la atenuación, la 
bacteria ejerce un control fino de la biosíntesis de este aminoácido, con máxima 
economía metabólica regulada a nivel de la expresión génica. 
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Figura 32-6. El operón del triptófano regula la transcripción por dos mecanismos distintos. La transcripción de 
los genes estructurales del operón del triptófano (trpEDCBA) está regulada de manera negativa por el represor de 
trp. Como en el caso del operón de la lactosa, el operador de trp traslapa con el promotor, de tal manera que 
cuando el represor está unido, bloquea el acceso de la RNA polimerasa, apagando la transcripción. Sin embargo, a 
diferencia del operón de la lactosa, la forma activa del represor de trp es la que tiene unido el modulador 
alostérico, en este caso el aminoácido triptófano. El triptófano funciona como un correpresor, que al unirse a la 
proteína represora le permite unirse al operador (rectángulo rayado). Este switch genético se enciende en ausencia 
del triptófano, ya que en esta condición el represor adopta una conformación que le impide unirse al operador, 
permitiendo el acceso de la RNA polimerasa al promotor. Otro mecanismo que regula la transcripción de los 
genes estructurales del operón del triptófano es la “atenuación”. Nótese que en la región reguladora existe un 
elemento regulador adicional: el atenuador, que forma parte de la región líder (trpL) que precede a los genes 
estructurales en el mRNA policistrónico. El atenuador controla la transcripción completa o parcial (con o sin los 
genes estructurales) de los genes del operador (figura 32-12 y la sección correspondiente en el texto). 
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Un operón también puede regularse con un “interruptor 
genético” de “control positivo” 


Los ejemplos de la sección previa, los operones de la lactosa y el triptófano, pertenecen 
al tipo de regulación de la transcripción que se denomina de “control negativo”, pues la 
proteína reguladora, al unirse al operador, impide la transcripción. Sin embargo, usando 
también elementos reguladores cis/trans, la bacteria puede regular la transcripción de 
manera positiva. En este caso, la proteína reguladora, al unirse al operador, en vez de 
bloquear promueve la unión de la RNA polimerasa al promotor, de ahí su denominación 
de “proteína activadora”. Para lograr este efecto, las regiones operadoras están cercanas 
al promotor, pero sin traslaparse con él, de manera que cuando la proteína activadora se 
une a ellas “colabora” con el promotor para reclutar la RNA polimerasa en un complejo 
de inicio de la transcripción. Esta colaboración es mediada por interacciones proteína- 
proteína que ocurren entre la RNA polimerasa y la proteína activadora, de preferencia 
cuando ambas están unidas a la región reguladora del operón. Como podría esperarse, el 
control positivo es empleado por la bacteria para activar promotores débiles; es decir, 
aquellos que tienen una secuencia nucleotídica poco parecida de la secuencia consenso 
para la unión de la RNA polimerasa (véase la sección correspondiente en el capítulo 30). 
En general, las proteínas que llevan a cabo el control positivo compensan la baja afinidad 
de la RNA polimerasa por los promotores débiles, con lo cual aumentan la frecuencia con 
que puede iniciarse la transecnpcion en estos promotores. Estas proteínas activadoras 
también son proteínas alostéricas, cuya unión a su operador está regulada por un 
modulador alostérico. En forma semejante a como ocurre en el control negativo, la unión 
del modificador alostérico a las proteínas reguladoras positivas puede forzar una 
conformación que les permita o impida, dependiendo del caso, unirse al operador (figura 
32-7). En las siguientes secciones se discutirá cómo una proteína activadora (CAP) 
asociada a su coactivador (cAMP) regula de modo positivo la transcripción del operón de 
la lactosa. 
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Figura 32-7. Regulación positiva en un operón. Las proteínas mediadoras del control positivo de la transcripción 
se denominan proteínas “activadoras” y llevan a cabo su función uniéndose a regiones operadoras contiguas al 
promotor, con lo cual promueven la unión de la RNA polimerasa al promotor, propiciando la formación de un 
complejo de iniciación de la transcripción. La unión del modulador alostérico a la proteína activadora puede: A) 

promover su unión al operador (“coactivador”); o B) puede impedirla (“inhibidor”), resultando, respectivamente, 

en la activación o la inhibición de la transcripción. Un ejemplo de cómo funciona una proteína activadora (CAP) y 

su coactivador (AMP cíclico) se presenta en el operón de la lactosa. 
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Control positivo del operón de la lactosa y “represión 


catabólica” 


Aun en presencia del inductor, la máxima expresión del operón de la lactosa sólo se 
alcanza en ausencia de glucosa en el medio de cultivo, observación descrita por Monod 
como el “efecto glucosa”. Es interesante que éste no es exclusivo de la fermentación de 
la lactosa, ya que la glucosa también inhibe la síntesis de las enzimas necesarias para la 
utilización de otros carbohidratos, como arabinosa, galactosa y maltosa. Otro 
descubrimiento importante de los años 50 del siglo pasado fue que el efecto glucosa no 
era mediado de forma directa por la glucosa. Cuando las bacterias mutantes, que no 
metabolizan glucosa, se cultivan en medios con glicerol, la inducción de la P-galactosidasa 
es insensible a la presencia de glucosa. Estas mutantes metabolizan el glicerol, el cual 
entra en la vía glucolítica como gliceraldehído-3-fosfato, en un paso posterior al defecto 
genético que les impide realizar la primera mitad de la glucólisis y por ello utilizar la 
glucosa. De estos resultados se infirió (de manera errónea) que el “efecto glucosa” se 
debía a un metabolito producido durante el catabolismo de la glucosa; de ahí que el 
nombre fuese cambiado por el de “represión catabólica”. Hoy en día aún se emplea el 
nombre para referirse a este proceso, a pesar de que se sabe que ni es represión, ni está 
mediado por un catabolito de la glucosa. La represión catabólica es debida a un 
fenómeno de control positivo, mediado por un coactivador, el cAMP, y por la proteína 
activadora, llamada de manera indistinta CAP o CRP (por sus siglas en inglés: catabolite 
activator protein o cyclic AMP receptor protein). En el extremo 5” del promotor de lac, 
sin traslaparse con él, se encuentra la región en donde CAP se une (figura 32-8). Esta 
interacción sólo ocurre cuando CAP tiene unido un modificador alostérico, el cAMP, el 
cual funciona como su coactivador. La unión del complejo CAP-cAMP favorece la unión 
de la RNA polimerasa al débil promotor de lac, el cual tiene un bajo nivel basal de 
transcripción. 

Gracias a su interacción con la RNA polimerasa, la presencia de CAP-cAMP en la 
vecindad del promotor favorece y estabiliza la unión de la polimerasa con el promotor. 
Los sitios donde ocurre esta interacción proteína- proteína han sido localizados en ciertos 
residuos de aminoácido en CAP y en la subunidad a de la polimerasa. Este efecto de 
reclutamiento de la polimerasa bacteriana por CAP es semejante al efecto que tienen los 
factores generales de la transcripción eucariótica en el reclutamiento de la RNA 
polimerasa II al sitio del promotor (véase la sección correspondiente en el capítulo 30). 
La represión catabólica aparenta ser una represión, debido a que el cAMP se mantiene en 
muy baja concentración mientras la célula disponga de glucosa, que es más rápida y fácil 
metabolizable que la lactosa. Cuando la glucosa se agota, la concentración celular de 
cAMP aumenta a niveles que favorecen la formación del complejo CAPCAMP y de ahí 
el aumento en la transcripción del operón de la lactosa. Mediante la represión catabólica, 
la célula bacteriana (que por lo general “vive al día”, o al minuto, para ser más precisos) 
se asegura de que, mientras tenga glucosa disponible, no se gaste energía en la inducción 
de enzimas para el empleo de otra fuente de carbono, aunque esté disponible en el medio 
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de cultivo. 
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Figura 32-8. La secuencia nucleotídica de la región reguladora del operón de la lactosa. Sólo 122 pares de bases 
separan el codón AUG inicial del gen lacZ (localizado 39 nucleótidos río abajo del inicio de la transcripción, +1), 
del triplete de terminación (UGA) del gen lacI (localizada 87 nucleótidos río arriba de +1). En este breve tramo de 
DNA (sólo 12 vueltas de la doble hélice) se localizan todos los elementos reguladores en “cis“ que controlan la 
expresión del operón de la lactosa. Los elementos -10 y -35 del promotor no se apegan al consenso óptimo de la 
RNA polimerasa; de ahí que sea un promotor con baja actividad basal. Entre las posiciones +1 y +21 del operón 
se ubica el operador de lac (lacO), secuencias nucleotídicas que constituyen lacO tienen simetría rotacional 
binaria centrada sobre las bases en posición +11 (el eje de simetría se indica con una flecha y las bases 
palindrómicas están subrayadas). Nótese que esta región se traslapa con la región de unión de la RNA polimerasa, 
de tal manera que la unión del represor y la polimerasa son mutuamente excluyentes. Por el contrario, la región de 
unión de CAP no se traslapa con la de la polimerasa. Nótese que esta región también tiene una secuencia con 
simetría binaria centrada entre las posiciones -61 y -62. Los dos operadores accesorios centrados sobre las 
posiciones -82 y +412 también tienen simetría rotacional binaria y aunque no son idénticos en secuencia al 
operador principal, sí pueden unirse al represor de lac (véase texto). 
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El operón de la lactosa es controlado por un interruptor 


genético de alta eficiencia 


La falta de glucosa no es suficiente para la transcripción del operón lactosa; además se 
requiere lactosa en el medio de cultivo, lo cual es coherente con la optimización 
metabólica de E. coli, pues no gasta energía en la inducción de enzimas para la 
utilización de un carbohidrato ausente del medio de cultivo. El “elegante” diseño del 
operón de la lactosa, con los dos tipos de control, positivo y negativo, es lo que permite 
esta “inteligente” utilización de recursos metabólicos. En condiciones basales no 
inducidas, permanece inactivo, pues el represor bloquea al ya de por sí débil promotor 
(figura 32-94). No obstante, este bajo nivel de actividad basal permite mantener unas 
cuantas moléculas de P-galactosidasa, que son suficientes para catalizar la 1somerización 
de la lactosa a 1,6-alolactosa y así generar el inductor natural del operón de la lactosa 
(figura 32-2). En condiciones basales no inducidas, la concentración celular de la proteína 
represora, aunque baja (unas 10 moléculas por célula), es suficiente para mantener 
apagado el operón de la lactosa. Estas bajas concentraciones del represor también 
permiten que unas cuantas moléculas de alolactosa sean suficientes para abolir la 
represión del operón. El gen que codifica el represor de lac, lac!, es contiguo al operón 
de la lactosa; sin embargo, es una unidad transcripcional independiente, bajo el control de 
su propio promotor, el cual tiene actividad constitutiva que mantiene niveles constantes 
del represor. Si existe 1,6-alolactosa disponible, las pocas moléculas del represor estarán 
asociadas al inductor, y por ello, en una conformación inactiva, incapaz de unirse al 
operador, dejando libre al promotor de lac. En estas condiciones, la transcripción del 
operón aumenta, pero aún es baja, debido a la pobre actividad intrínseca de su promotor 
(figura 32-9B). Sólo cuando la glucosa se ha consumido y aumentan los niveles del cAMP 
es que se forma el complejo CAP-cAMP, el cual se une a la región reguladora del 
operón, compensando la deficiencia intrínseca del promotor y ocasionando la máxima 
actividad transcripcional de éste (figura 32-9C). En estas circunstancias extremas, la ß- 
galactosidasa puede constituir hasta 7% de las proteínas de la bacteria. 
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Figura 32-9. El control negativo y positivo hacen del operón de la lactosa un switch genético altamente eficiente. 


La actividad transcripcional del operón de la lactosa está finamente regulada por una proteína represora (el 


producto de lac!) y una activadora (CAP). A) En condiciones basales no inductoras, el operón está silencioso, 
debido al bloqueo del promotor por parte del represor. B) La presencia del inductor libera este bloqueo y permite 
la baja actividad del débil promotor de lac. C) La máxima actividad transcripcional se alcanza cuando la carencia 
de glucosa se traduce en altos niveles de AMPc, el cual se asocia con CAP formando un complejo que se une a la 


región reguladora del operón, optimizando la unión de la RNA polimerasa. 
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Interacciones moleculares del represor y el operador de 
lac 


Existen varios métodos experimentales que permiten determinar las secuencias o sitios 
del operón donde se unen las proteínas reguladoras; sin embargo, una de las primeras 
técnicas es el ensayo de “protección a nucleasas”. Por ejemplo, si un DNA que contiene 
las secuencias del operador de lac se incuba primero con el represor de lac (en ausencia 
del inductor), y luego con una enzima desoxirribonucleasa (DNasa) que degrade el DNA, 
sólo un fragmento de 24 pares de bases, situado en la posición +11, resiste la digestión 
por la DNasa (figura 32-8), permitiendo su purificación posterior y secuenciación. Esta 
resistencia se debe a que, al unirse al operador, la proteína represora obstruye la DNasa, 
protegiendo con ello las secuencias con las que interactúa. De ahí que muchas veces se 
haga referencia al sitio de unión de una proteína reguladora como la región “protegida” 
por ese factor. Esta protección también implica un contacto íntimo entre los elementos 
cis y trans, el cual se ha confirmado a nivel atómico para varias proteínas reguladoras, 
entre ellas el represor de lac. 

En 1996 se publicó la estructura tridimensional del represor de lac, con lo que se 
explicó a nivel molecular cómo interactúa con el operador y cómo ocurre el cambio 
conformacional al unirse el inductor. El represor de lac es una proteína homotetramérica 
(154.5 kDa), y cada monómero está constituido por 360 aminoácidos (38.6 kDa), los 
cuales se pliegan en cuatro regiones funcionales. Estas regiones, del extremo amino 
terminal al carboxilo, son: 1) la “cabeza” o región de unión al DNA del operador 
(residuos 1 a 45); 2) la “bisagra” (residuos 46 a 62); 3) la región central o medular, en 
donde se une el inductor (residuos 63 a 324); y 4) la región de tetramerización (residuos 
325 a 360). Las dos primeras hélices a. del represor de lac conforman una estructura 
llamada “HTH” (del nombre en inglés: helix-turn-helix, hélice-giro-hélice), el cual 
interactúa con las bases del operador, encajando de forma literal en su surco mayor. Los 
motivos estructurales del tipo HTH están presentes en muchas otras proteínas 
reguladores y son los responsables de la unión de estas proteínas con su DNA blanco 
(véase más adelante la figura 32-19). 

En el caso del represor de lac, la unión al operador se estabiliza además por la 
interacción de los residuos de la bisagra, los cuales forman una hélice a que encaja en el 
surco menor del operador. Es importante notar que, en correspondencia con la simetría 
rotacional binaria del operador, el represor de lac se une en forma dimérica, estableciendo 
contactos simétricos con el operador. De hecho, es frecuente observar que los elementos 
reguladores en cis tienen simetría rotacional binaria y que las formas funcionales de sus 
correspondientes proteínas reguladoras son dímeros (figuras 31-8 y 31-19). Si bien basta 
con un dímero del represor de lac para unirse al operador y así bloquear la entrada de la 
RNA polimerasa, el hecho de que el represor de lac pueda formar un tetrámero (unión de 
dos dímeros) sugiere que este estado oligomérico es importante para su función. Las 
formas mutantes del represor que no pueden tetramerizarse no alcanzan el máximo 
estado de represión. 


booksmedicos.org 


Estos hallazgos explican por qué, además del operador principal, existen dos 
operadores accesorios situados en las posiciones -82 y +412; la unión simultánea del 
tetrámero con el operador principal y con uno de los accesorios dificultaría aún más el 
inicio de la transcripción. 
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El inductor cambia la conformación del represor 


En la década de 1960-69 Monod et al., propusieron que el represor del operón de la 
lactosa era una proteína alostérica, que dependiendo de la presencia o ausencia del 
inductor podía adoptar dos conformaciones, una sin y otra con la capacidad de unirse al 
operador, respectivamente. Esta propuesta, apoyada antes por muy diversas evidencias 
experimentales, al final fue confirmada al determinarse la estructura tridimensional del 
represor, tanto en forma unida al inductor, “forma inducida”, como en su forma libre del 
inductor y unida al operador, “forma reprimida”. 

La comparación entre los dos isómeros conformacionales del represor indica que la 
unión del inductor desencadena una serie de movimientos que se propagan hacia el 
extremo amino de la proteína, afectando las regiones responsables de la unión con el 
DNA (figura 32-10). Estos cambios conformacionales recuerdan los que ocurren durante la 
oxigenación de la hemoglobina, en la cual hay una rotación relativa de un dímero aß 
sobre el otro, que se inicia cuando el O, unido causa un desplazamiento de la histidina 
proximal (en la posición 5 de coordinación) acercándola al plano del anillo porfirínico del 
grupo hemo. 


C 


Figura 32-10. Cambios conformacionales en el dimero represor de lac causados por el inductor. Cuando el 
represor está unido al DNA del operador, forma la estructura estable ilustrada en A, la cual se desestabiliza y se 
pierde al unirse el inductor (triángulo negro). Este último causa un cambio conformacional que afecta 
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principalmente al dominio amino de la parte central del represor. Dicho cambio desliza las superficies de 
interacción entre los dímeros y se transmite hacia los residuos localizados en el extremo amino de la proteína, 
causando un desplazamiento (con respecto al dominio carboxilo) de las regiones amino terminales de los 
monómeros que conforman el dímero. Este desplazamiento, estabilizado por nuevos puentes salinos que se 
establecen entre las superficies de interacción entre los dímeros, tiene el efecto de desencajar del DNA a las 
hélices de la “cabeza” y de la “bisagra”, dando lugar a la disociación del represor y del operador B. Además, la 
salida de la hélice de la bisagra del surco menor del DNA del operador tiene el efecto de desbaratarla, 
contribuyendo a la disminuida afinidad del represor por el DNA del operador. 
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El mecanismo de atenuación de la transcripción regula 
la síntesis de los aminoácidos en procariotas 


En una sección previa se explicó cómo la unión del aminoácido triptófano al represor del 
operón del triptófano (producto del gen trpR) de E. coli permite la unión del represor al 
operador (trp0), con lo cual se bloquea la transcripción del operón y se detiene la 
producción de las enzimas responsables de la síntesis de este aminoácido (figura 32-6). Sin 
embargo, éste no es el único mecanismo regulador de este operón. El trabajo de Charles 
Yanofsky y sus colaboradores llevó al descubrimiento de otro novedoso modo de 
regulación en procariotas, llamado atenuación. Ellos observaron que, cuando las cepas 
trpR (mutantes que transcriben de manera constitutiva el operón debido a la 
desactivación del represor) se cultivaban en presencia de triptófano, no expresaban los 
niveles máximos del mRNA del operón, cosa que debería ocurrir si el control negativo 
mediado por el represor fuese el único modo de controlar este operón. De hecho, en 
estas cepas trpR la expresión máxima del operón sólo se logra en ausencia del 
triptófano, y llega a ser casi 10 veces más de lo que se obtiene cuando este aminoácido 
está disponible. 

El mecanismo de la atenuación es posible gracias a la falta de compartimentalización de 
la transcripción en los procariotas, que permite que la transcripción y la traducción sean 
simultáneas, pues el mRNA que está siendo transcrito está disponible para su inmediata 
traducción. Después de que el extremo 5” del mRNA del operón del triptófano fue 
transcrito, se inicia la traducción del primer gen, trpL, que codifica el llamado “péptido 
líder”. Éste es un polipéptido pequeño, de 14 aminoácidos, dos de los cuales son 
triptófano (figura 32-11). Si la traducción del péptido líder ocurre sin contratiempos, la 
transcripción del operón se termina de modo prematuro al generarse una estructura 
secundaria en el transcrito primario, el tronco atenuador, el cual funciona como una señal 
de terminación independiente de p . En cambio, si las cantidades de triptófano son 


limitadas, la bacteria no genera suficiente triptofanil-tRNA*P? para sostener la traducción 
del péptido líder. En este último caso, el ribosoma se detendrá en los codones que 
codifican los dos triptófanos del péptido líder, dando tiempo para que se forme una 
estructura secundaria, el tronco 2:3, que impide la formación del tronco atenuador. 
Cuando esto sucede, la transcripción no termina en el atenuador, sino que continúa hacia 
los genes estructurales del operón, dando lugar a la producción de las enzimas de la vía 
biosintética del triptófano. La atenuación es un mecanismo que incrementa la sensibilidad 
y el intervalo de regulación del operón del triptófano y lo hace más eficiente de lo que 
sería posible si sólo existiese el control negativo mediado por el represor. Este mecanismo 
es común en los operones biosintéticos de otros aminoácidos. Por ejemplo, 7 de los 15 
residuos del péptido líder producido por el operón de fenilalanina son fenilalaninas, 
mientras que el péptido líder del operón de histidina tiene 7 histidinas contiguas. El 
mecanismo de atenuación es tan eficiente que, excepto por el operón del triptófano, los 
operones de los otros aminoácidos sólo son regulados por atenuación. 
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Figura 32-11. La atenuación es una anti-terminación de la transcripción acoplada a la traducción del péptido líder. 
A). El extremo 5” del mRNA del operón de triptófano posee una región reguladora (trpL) compuesta por 4 
bloques de secuencia nucleotídica (numerados 1 a 4). El primer bloque corresponde a un marco abierto de 
traducción pequeño, que codifica para el péptido líder el cual antecede al primer gen estructural del operón 

(trpE). El péptido líder consta de 14 aminoácidos, dos de los cuales son triptófano. Después del marco de 
traducción del péptido líder siguen otros 3 bloques, cuyas secuencias son complementarias, por lo cual pueden 
aparearse adoptando estructuras secundarias del tipo del tronco y asa. El bloque 2 puede aparease con el bloque 
3, formando el tronco 2:3. El 3 también puede aparearse con el 4 formando el tronco 3:4 (ver recuadro). Debido 

a que requieren de un bloque en común, el 3, la formación de los troncos 2:3 y 3:4 es mutuamente excluyente; es 

decir, que si se forma el primero no se forma el segundo y viceversa. Nótese que el tronco 3:4, también llamado 
tronco atenuador constituye una típica señal de terminación de la transcripción del tipo independiente de p, es 
decir, un tronco rico en pares G = C y seguido de un tramo rico en Us (capítulo 29). B) La formación del tronco 
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atenuador y la consecuente terminación de la transcripción del operón sólo es posible cuando el bloque 2 queda 
secuestrado dentro de un ribosoma que esté traduciendo el péptido líder. Si la traducción del péptido líder se 
detuviese en los codones UGG-UGG que codifican para sus triptófanos, las secuencias del bloque 2 no llegarían a 
entrar al ribosoma, con lo cual se forma el tronco 2:3 en vez del tronco 3:4, lo que permite que la transcripción 
continúe hacia los genes estructurales del operón. De hecho, esta pausa del ribosoma ocurre cuando falta el 


triptofanil-£RNAT'P, lo cual a su vez ocurre si la bacteria no dispone de triptófano. 
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En el ciclo de vida del bacteriófago à, la decisión 
lisis/lisogenia depende de un interruptor genético 


La decisión entre la lisis o la lisogenia, que ocurre cuando E. coli es infectada por el virus 
bacteriófago A, es un ejemplo muy bien estudiado de cómo los interruptores genéticos 
pueden controlar procesos biológicos más complejos. El bacteriófago (fago) A es 
representante de una clase de virus, los bacteriófagos, que infectan bacterias y pueden 
destruirlas. Está constituido por una molécula de DNA de doble cadena, el genoma viral, 
que está envuelta por una cápside formada por unas 15 proteínas, las cuales lo protegen 
y le facilitan infectar a su huésped. La infección, durante la cual el genoma del virus se 
inyecta al citoplasma bacteriano, tiene dos posibles resultados: la lisis o la lisogenia de la 
célula infectada. La lisis ocurre cuando el genoma viral, utilizando la maquinaria 
enzimática del huésped, expresa un conjunto de genes, el programa de expresión lítico, 
que conducen a la producción de unas 100 nuevas partículas virales infecciosas que 
destruyen la célula, se liberan al medio y pueden repetir el ciclo infeccioso. Para que 
ocurra la otra alternativa, la lisogenia, se debe expresar un conjunto de genes distinto, el 
programa de expresión lisogénica, el cual conduce a la integración del genoma del 
bacteriófago à en el cromosoma de la célula infectada, y se les llama ahora profago y 
lisógeno (o célula lisogénica), respectivamente (figura 32-12). El estado lisogénico puede 
durar por tiempo indefinido hasta que haya una situación de peligro para la bacteria. 
Estas situaciones de peligro, generan señales moleculares que el profago utiliza para 
“ponerse a salvo” y abandonar al lisógeno. La lisogenia se mantiene gracias a la expresión 
de un solo gen del profago, el gen cl, cuyo producto es una proteína reguladora, el 
represor de A, el cual mantiene apagado el programa de expresión lítico. Para ello, el 
represor del fago À funciona al mismo tiempo como un regulador negativo y positivo: por 
un lado mantiene apagados los genes del programa lítico, y por el otro promueve la 
expresión de su propio gen c/. Hay que hacer notar que el nombre de represor de À es el 
que de manera tradicional identifica el producto del gen c/, no obstante que también es 
un regulador positivo, función descubierta después que la represora. El control positivo 
del gen cI por su propio producto genético está calibrado de manera fina para mantener 
al represor en los niveles justos que perpetúen el estado lisogénico y permitan, si es 
necesario, la activación sin demora del programa lítico. En promedio, existen unas 100 
moléculas del represor de à por cada lisógeno, las cuales son suficientes incluso para 
inmunizar o proteger al hospedero de la infección por otro bacteriófago. La inducción del 
programa lítico ocurre cuando el represor de A es desactivado, lo cual termina con su 
regulación negativa, permitiendo la expresión del gen llamado cro, que es indispensable 
para el inicio del programa lítico. El producto génico de cro es la proteína Cro, la cual es 
un regulador negativo que reprime la expresión del represor de A, con lo que asegura el 
establecimiento del ciclo lítico. Simplificando, puede decirse que la decisión lisis/lisogenia 
depende de un interruptor genético, que tiene dos posibles estados; en uno el gen del 
represor de à está “encendido” (activado) y el gen de la proteína Cro está apagado 
(lisogenia), y en el otro, el gen del represor de A está apagado y el gen de Cro está 
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encendido (lisis). En la sección siguiente se discutirá cómo el represor de A y Cro, 
proteínas reguladores diméricas, al interactuar de manera específica con regiones 
operadoras en el DNA del profago determinan el estado de este interruptor genético. 


Infección de la bacteria 
por el bacteriófago lambda 


Inyección del 

genoma viral 
Activación del X progama del 
programa lítico N Programa lisogénico 


Pae del programa lítico 


O 


Radiación Inserción del genoma 
ultravioleta viral en el bacteriano 


O 


Lisogenia 


Lisis 


vq 


Figura 32-12. El ciclo lítico o lisogénico del bacteriófago A. En el estado lisogénico el genoma viral se integra al 
cromosoma bacteriano, quedando en un estado de latencia, en el cual sólo uno de los genes virales, el gen c/, que 
codifica para el represor de A, se expresa. Ciertos estímulos ambientales, como la radiación ultravioleta, pueden 
causar la inducción del ciclo lítico, en el que el genoma viral se separa del genoma bacteriano y expresa los genes 
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que le permiten producir nuevas partículas virales y lisar al huésped. 
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Mecanismos y componentes del interruptor genético 
determinante de la lisis/lisogenia 


Los promotores de los genes cI y cro, llamados Prm (del inglés promotor of repressor 
maintenance, promotor del mantenimiento del represor) y Pr (del inglés promotor right, 
promotor derecho), respectivamente, están colindantes, sin traslaparse y orientados en 
sentidos opuestas en la región reguladora responsable del mantenimiento del estado 
lisogénico (figura 32-13). En la misma región del genoma del bacteriófago A se localiza la 
región operadora derecha, Op, formada por tres operadores, Or3, Op2 y Orl, los cuales 
se traslapan de manera muy particular con Pra y con Pr. Mientras que Op2 se traslapa 
en parte con ambos promotores, Op1 lo hace sólo con Pp, y Op3 sólo con Prm. Estos 
operadores son elementos cis de 17 pares de bases, con simetría rotacional binaria, que 
funcionan como sitios de unión para las formas diméricas de las proteínas reguladoras 
Cro y el represor de à. Sus secuencias nucleotídicas son muy parecidas, pero no 
idénticas, debido a lo cual el represor de à y Cro tienen distintos grados de afinidad por 
ellos. El represor de A se une a Op con esta preferencia: Op1 > Op2 > Op3, mientras que 
Cro lo hace en el orden inverso: Or3 > Op2 > Or1. La afinidad intrínseca de Op 1 por el 
represor de A es 10 veces mayor que la de Op2, lo cual implicaría que, a bajas 
concentraciones del represor de A, el único operador ocupado sería Or1 y habría que 
aumentar 10 veces la concentración del represor para tener de igual manera ocupados 
Op2 y Op3. Sin embargo, el hecho es que a las concentraciones del represor de A 
presentes en un lisógeno, tanto Or1 como Op2 están ocupados de manera igual. Esto se 
debe a la cooperatividad positiva con que el represor de à se une a Op2; es decir, cuando 
una molécula del represor de à se une a Opl, las probabilidades de que ahora otra 
molécula represora se una al Op2 vecino aumentan tanto que la ocupación de Op2 es 
simultánea a la ocupación de Opl. Este efecto cooperativo es mediado por un 
mecanismo de interacción proteína-proteína, semejante al que usa CAPCAMP para 
promover la unión de la RNA polimerasa al débil promotor de lac. El efecto de esta 
cooperatividad es que Orp1 y Op2 siempre estarán ocupados por el represor y que sólo 
cuando la concentración de éste aumenta mucho más, los tres operadores se ocupan. 
Esta peculiar manera en que Op se satura determina la actividad de los promotores PRM 
y Pr. Aun a muy bajas concentraciones del represor de A, la transcripción del gen cro 
estará apagada, pues su promotor, Pp, estará bloqueado debido a su traslape, total con 
Orl y parcial con Op2 (figura 32-13B). Por el contrario, en esta situación, la actividad de 
Prm no sólo es posible, sino que está aumentada por el control positivo del represor de À. 
Una vez más mediante contactos proteína-proteína, la presencia de una molécula del 
represor de à en el Op2 aumenta la frecuencia con que la RNA polimerasa transcribe el 
gen cl, aumentando los niveles del represor de à. Si este aumento es lo suficiente grande, 
la concentración del represor de A llega al punto en que Op3 se ocupa, con lo cual ahora 
Prm queda bloqueado, y se detiene la producción del represor de A (figura 32-13C). Este 
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último efecto negativo garantiza que los niveles del represor de à no aumenten en exceso, 
lo cual, como se discutirá adelante, puede ser un lastre que dificulte la inducción lítica. 
En resumen, el represor de A, dependiendo de su concentración, tiene tres efectos 
reguladores: reprime la transcripción de cro, activa la de su propio gen y, a 
concentraciones elevadas, también reprime esta última. Este mecanismo de autocontrol 
de cl permite mantener los niveles del represor de à en un equilibrio dinámico, que puede 
preservar por tiempo indefinido el estado lisogénico. 


RNA polimerasa RNA polimerasa 


pacto O S Os 
bacteriófago cl OZ cro 


o A a _Aá_Oo—co —_—_y< 
mRNA de cl mRNA de cro 
Dímero 
RNA polimerasa de Cl 


pad, p” Dominio carboxílico 


rA oas f ' 
A Un, a Dominio amino-terminal 


Figura 32-13. La región reguladora de los genes cl y cro es responsable del mantenimiento de la lisogenia. Los 
genes cl y cmo se transcriben a partir de los promotores llamados PRM y PR, respectivamente, los cuales están 


orientados en direcciones opuestas (el PRM hacia la izquierda y el Pr hacia la derecha). Estos promotores se 
traslapan con tres regiones operadoras, OR3, OR2 y OR 1, las cuales son sitios de unión para los productos de los 
genes cl y cro, es decir, para el represor de l y para Cro. Mientras que Op2 se traslapa parcialmente con ambos 
promotores, Or 1 lo hace exclusivamente con Pr y OR3 únicamente con PRM. Este arreglo implica que la 
ocupación de Or 1 impide exclusivamente la unión de la RNA polimerasa al Pp, mientras que la ocupación de 
OR3 impide específicamente la transcripción a partir del PRM. Esta región reguladora forma parte de una región 


más grande y compleja que controla la expresión de otras proteínas reguladoras (figura 32-14). 
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Establecimiento del estado lisogénico 


No obstante su vital importancia para el mantenimiento del estado lisogénico, el gen cl, 
que codifica el represor de A no es el primer gen viral que se expresa tras la entrada del 
genoma del bacteriófago A. Luego de la infección, los primeros genes del fago que la 
RNA polimerasa del hospedero transcribe son cro y N, cuyas transcripciones inician y 
terminan en sus respectivos promotores, Pr y Pq, y sitios de terminación, Tr y T. Los 
mRNA que resultan de esta transcripción son cortos y monocistrónicos; sirven para la 
traducción de las proteínas reguladoras Cro y N, las cuales ponen en marcha el programa 
lítico y lisogénico. Nótese que en las etapas tempranas de la infección se iniciaron ambos 
programas, y dependiendo de las condiciones ambientales, la infección terminará en la 
lisis o lisogenia del hospedero. Además de los genes cro, N y cl, otros genes del 
bacteriófago A, como cH, cHI y O, tienen cometidos importantes en la decisión 
lisis/lisogenia. La figura 32-14 muestra la localización relativa de estos genes con respecto a 
cl y cro, así como los promotores que se usan para su expresión. La proteína N es un 
regulador positivo de la expresión de los genes cH y cHI, sin embargo, a diferencia de 
otras proteínas mediadoras de control positivo, como CAP y el represor de A, que 
incrementan el inicio de la transcripción, N lo hace mediante un mecanismo de 
antiterminación de la transcripción. La proteína N impide que la transcripción termine en 
los sitios Tr y Ty, con lo cual los mRNA que se sintetizan a partir de Pr y P; son de 
mayor tamaño e incluyen otros genes, es decir, se vuelven policistrónicos. La manera en 
que N efectúa esta antiterminación aún no se conoce bien, pero se sabe que para su 
funcionamiento N tiene que unirse a elementos cis llamados sitios Nut (del inglés N 
utilization), situados en medio de los genes N y cro. La presencia de N en un sitio Nut 
ocasiona que la RNA polimerasa se modifique y se torne inmune a la señal de 
terminación de los sitios Tr y Ty, que se encuentran río abajo de Nut. Así, en presencia 
de N, el transcrito que se produce a partir de P, incluye N, cHI y los genes encargados 
de la integración del genoma del bacteriófago A en el cromosoma de £. coli, mientras que 
el transcrito que se produce a partir de PR incluye cro, cI, los genes que activan la 
duplicación del genoma viral y el gen O, un mediador del programa lítico tardío. Hasta 
este punto, ambos programas genéticos se desarrollan en forma paralela, y el 
establecimiento de la lisis o la lisogenia dependerán de cuál de los dos predomine, lo que 
a su vez depende de la abundancia relativa de la proteína codificada por el gen cM. 
Cuando los niveles del producto de c/7 son bajos, el programa lítico predominará; pues, 
como se discutirá en seguida, la concentración del represor de A no alcanzará los niveles 
necesarios para establecer la lisogenia. 
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Figura 32-14. El establecimiento del estado lisogénico. A) En la partícula infecciosa, el genoma del bacteriófago 
A es una molécula lineal de DNA de doble cadena, que al entrar al hospedero forma una molécula circular al unir 
sus extremos cohesivos (cos). Opuesto al sitio cos se encuentra el sitio att, utilizado para la inserción (o 
liberación) del genoma viral al (o del) cromosoma bacteriano. El genoma del bacteriófago 1 contiene varios tipos 
de genes: reguladores (cl, cro, cll, clll, N y O), estructurales (los que codifican para las varias proteínas de la 
cabeza y la cola del fago), de recombinación (entre ellos int y xis, que codifican las proteínas que catalizan la 
inserción y la liberación del cromosoma bacteriano) y los responsables de duplicar el genoma del bacteriófago A y 
lisar a la bacteria, ambos parte del programa lítico. B) Los genes reguladores del bacteriófago A están bajo el 
control de distintos promotores. El promotor P| transcribe hacia la izquierda, generando un mRNA que puede ser 
corto y monocistrónico (N), pero que cuando la proteína N se une al sitio Nut, se vuelve largo y policistrónico 
(N, clll, xis, int). En forma semejante, el promotor PR puede originar un mRNA monocistrónico (cro) o uno 
policistrónico (cro, cll, O, P O), dependiendo de si N está unido a Nut. La proteína N tiene una acción anti- 
terminadora de la transcripción. En ausencia de N, la transcripción a partir de PL y Pr termina en los sitios TL y 
Tp; en cambio, cuando N se une a los sitios Nut (hay uno en cada uno de los genes N y cro), la RNA polimerasa 
ignora estas señales de terminación y genera los mRNA policistrónicos. Además del promotor PRM, el gen cl se 
puede transcribir a partir del promotor PRẸ, el cual genera un mRNA (línea punteada) que incluye el marco de 


traducción del represor y secuencias antisentido de cro, las cuales, al aparearse complementariamente con el 
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mRNA de cro, inhiben la traducción de esta proteína. Los promotores Pr y PL contienen operadores que, al ser 
reconocidos por el represor de A y por la proteína Cro (Or 1-3 y OL 1-3), bloquean su función. 


El producto del gen cH, la proteína CII, es un activador clásico positivo que promueve 
el ciclo lisogénico, al estimular la transcripción del gen del represor de A (cl) y del gen int, 
cuyo producto cataliza la integración del genoma viral al cromosoma del hospedero. CH 
estimula la transcripción de c/ actuando en un promotor distinto a PRm, en este caso el 
promotor Preg (del inglés promotor of repressor establishment, promotor del 
establecimiento del represor), el cual se localiza a la derecha de cro, pero que produce un 
mRNA que incluye el gen c/ (figura 32-14, línea punteada). El lector debe recordar que el 
PRm es un promotor débil, que requiere la presencia del represor de A en el sitio Op2 
para que sea utilizado de modo eficiente; de ahí que la producción inicial del represor sea 
a partir de otro promotor que no requiera de la existen cia previa del represor. Si la 
síntesis del represor de A se mantiene lo suficiente alta durante esta fase de la infección, 
los promotores P; y Pp se apagarán, quedando activo sólo el promotor Perm. La proteína 
del gen int que se haya sintetizado antes de que se apague Py habrá sido suficiente para 
la integración del genoma viral, estableciéndose el estado lisogénico. 

Además de su efecto directo como regulador positivo de los genes cl e int, la proteína 
CII favorece la lisogenia de una manera indirecta. Al estimular la transcripción a partir del 
promotor PRE, CII genera un RNA con secuencias antisentido respecto al mRNA de cro, 
que dificultan su traducción. El promotor PRE orienta la RNA polimerasa para que 
transcriba en el sentido contrario al promotor Pp, con lo cual se produce un transcrito, 
que además de contener las secuencias con sentido de cf, incluye las secuencias 
antisentido de cro. Dicho de otra manera, los transcritos producidos por Pp y PRE 
contienen tramos, correspondientes al gen cro, cuyas secuencias son complementarias y 
antiparalelas, y pueden aparearse en un RNA de doble cadena que secuestra las 
secuencias necesarias para la traducción de cro. De esta manera, la expresión del gen cro, 
cuyo producto promueve el programa lítico, disminuye. Este mecanismo regulador de la 
expresión génica procariótica, el RNA antisentido, ha inspirado estrategias que han 
resultado exitosas para impedir de manera selectiva la expresión de genes en organismos 
eucarióticos, incluyendo al ser humano. Es posible bloquear la producción de la proteína 
codificada en un mRNA blanco mediante la administración de ácidos nucleicos 
antisentido, los cuales deben tener secuencias que sean complementarias al mRNA que se 
intenta inutilizar. Estos ácidos nucleicos antisentido pueden ser fragmentos de DNA de 
cadena sencilla sintetizados in vitro (oligonucleótidos), los cuales se administran de 
manera exógena; o bien mRNA antisentido, los cuales son generados a partir de DNA 
recombinantes que son transcritos por la célula en la que se introducen. 
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La decisión lisis/lisogenia es sensible a las condiciones 
ambientales del huésped 


Ya que la proteína CI se requiere para el establecimiento del estado lisogénico, la 
concentración celular que CII pueda alcanzar en las etapas tempranas de la infección es 
crucial para la decisión lisis/lisogenia. Una disminución de CII permitirá la lisis, mientras 
que un aumento pro moverá la lisogenia. La proteína CH es sensible a la degradación por 
Hfl (del inglés High frequency of lysogeny), la cual es una proteasa bacteriana cuya 
actividad depende del estado metabólico celular. Cuando E. coli está en medios ricos, la 
actividad de Hfl es alta; pero cuando la célula está en condiciones de carencia nutricional, 
la actividad de la proteasa es baja, de ahí que en estas dos situaciones la degradación de 
CII es mucha o poca, respectivamente. La función de la proteína CII también favorece 
la lisogenia, pues protege a CII de la degradación por Hfl. Todo esto podría interpretarse 
como los principios de una estrategia oportunista: si la célula dispone de los medios 
suficientes, el bacteriófago A aprovecha esta abundancia para propasarse entrando en el 
ciclo lítico; en cambio, si la situación nutricional del hospedador es pobre, el fago no se 
expone al riesgo de una expresión incompleta de sus genes y prefiere entrar en un estado 
de latencia (la lisogenia) y esperar junto con su hospedador tiempos mejores (o de 
urgencia, como en la respuesta SOS discutida en la sección siguiente) para escapar de 
manera lítica del lisógeno. La proteína CII es un “sensor” del estado metabólico celular 
cuya concentración celular sirve para apagar o encender dos programas de expresión 
génica alternativos. Éste es un ejemplo de cómo un programa genético puede supeditarse 
a señales ambientales. 

Si los niveles de CII son bajos, la producción del represor de A no es suficiente para 
instalar la lisogenia, con lo cual la infección terminará en la lisis. Asimismo, si los niveles 
del represor de à caen de manera súbita, se dispara la inducción lítica del profago. El 
programa lítico se asegura mediante la expresión sostenida de cro, cuya proteína inutiliza 
el promotor Prm y con el tiempo también los promotores Py y Pp, apagando los genes 
tempranos de la infección (Cro se une a los operadores Or y OL y apaga estos 
promotores). Sin embargo, antes de que esto suceda, la expresión de los genes N, xis/int, 
de la duplicación y O, habrá ocurrido en niveles suficientes para arrancar la lisis. En este 
punto, las proteínas Xis/Int ya habrán liberado al profago (si se trata de una inducción 
lítica), las proteínas O y P ya habrán activado la duplicación del genoma viral, y la 
proteína Q estará en concentraciones suficientes para promover la expresión de los genes 
“tardíos” de la infección. El producto del gen O es un regulador positivo que culmina el 
ciclo lítico mediante un efecto de antiterminación de la transcripción, semejante al de la 
proteína N. La proteína Q “antitermina” de manera específica el transcrito del promotor 
P”R, el cual se sitúa a la derecha del gen O. Cuando el transcrito de P”R es anti- 
terminado por Q, se extiende hasta los genes mediadores de la lisis bacteriana, así como 
los que sintetizan las proteínas estructurales que constituyen la cápside viral (las proteínas 
de la cabeza y la cola del fago). 
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Inducción del estado lítico y respuesta SOS 


La inducción del ciclo lítico en un lisógeno es un ejemplo de “parasitismo molecular”, 
mediante el cual el bacteriófago A utiliza en su beneficio los mecanismos de supervivencia 
de su hospedador. Cuando E. coli se expone a radiaciones UV que dañan su genoma, se 
inicia la llamada respuesta SOS, cuya parte medular consiste en la expresión de un grupo 
de 10 a 20 genes que le permiten reparar el daño y sobrevivir. En condiciones normales, 
la transcripción de todos estos genes (entre ellos los de la escinucleasa uvrABC, 
encargada de la reparación de los dímeros de timina, capítulo 27) se encuentra reprimida 
por LexA, una proteína dimérica, reguladora negativa de la transcripción. LexA es un 
represor que puede inhibir de manera simultánea todos los genes que componen la 
respuesta SOS, gracias a que existen copias de su operador superpuestas con los 
promotores de estos genes. Es importante señalar que LexA también tiene actividad 
proteolítica latente, inducida por la forma activada de la proteína RecA. La función 
normal de RecA es la recombinación y la reparación del DNA; sin embargo, por 
mecanismos no bien entendidos, esta proteína experimenta activación cuando hay daño 
del DNA cromosómico. Como consecuencia de la activación de RecA, LexA se convierte 
en una proteasa capaz de autodigerirse, lo que ocasiona la pérdida de su función 
represora y con ello la desrepresión de los genes de la respuesta SOS. Este mecanismo, 
diseñado para activar un programa de expresión génica complejo y diverso, que permite a 
E. coli afrontar una situación de estrés ambiental (las radiaciones UV), es aprovechado 
por el profago de A para escapar de la bacteria lisogénica en peligro. Esto es posible 
debido a que el represor de A también es sustrato de la actividad proteolítica de LexA, la 
cual corta al represor por la mitad, separando el dominio de unión al operador del 
dominio de dimerización, con lo que se desactivan sus funciones reguladoras y se acciona 
el interruptor genético de A hacia el estado litico (figura 32-15). 


1219 
booksmedicos.org 


mRNA de cl 


RNA 
polimerasa 


Dímero del represor de A (cl) 


Promotor 


AM 


Monómero del represor de A 


Monómero cortado por LexA 


Figura 32-15. Inactivación del represor de à por LexA. La actividad proteolítica de LexA corta al represor de À en 
la porción que une el dominio de unión al operador y el de dimerización. La unión de alta afinidad al operador 
requiere de la forma dimérica del represor, pues cada uno de los dominios de unión contacta un hemisitio del 
operador (figura 32-19). Al separarse del dominio de dimerización, el dominio de unión queda en un estado 

monomérico de muy baja afinidad, lo cual deja libres los sitios operadores. Esta disminución de las formas activas 

(diméricas) del represor de A, a su vez disminuye la activación del PRM, bajando aún más los niveles del represor 

de à. Si la disminución llega a niveles suficientes que permitan la transcripción de cro a partir del Pp, el programa 

lítico se activa. 
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La inducción eficiente del estado lítico, una 
consecuencia del comportamiento cooperativo del 
represor de A 


Una característica deseable en un interruptor genético que regule estados de 
diferenciación alternativos, como los estados lítico y lisogénico, es que sea lo suficiente 
estable para mantener uno de los estados; pero a la vez, que sea sensible y rápido para 
cambiar al estado alternativo cuando sea requerido. En el caso del interruptor genético 
del bacteriófago A, se tienen estas características gracias a las interacciones proteína- 
proteína en que el represor participa de manera específica; a la asociación de sus 
monómeros en dímeros activos; a su interacción con la RNA polimerasa en el PRm, 
mediadora de su autocontrol positivo muy especial; y a la manera cooperativa en que se 
une al Op2. Debido a que la unión del represor de à a Op2 es cooperativa, aun una ligera 
disminución del represor funcional (por ejemplo la mediada por la actividad proteolítica 
de LexA) puede afectar mucho el grado de represión de Pp, permitiendo una rápida y 
eficiente inducción del programa lítico. La figura 32-16 muestra que la actividad de Pp 
responde a la concentración del represor de à de una manera sigmoidea, muy semejante 
a la manera en que la hemoglobina se une al O2. A las concentraciones en que el represor 
de à se encuentra en la célula lisogénica, no existe síntesis de la proteína Cro, pues toda 
la transcripción a partir de Pp está reprimida (alrededor de 99.7%). Para que se sintetice 
la suficiente Cro que desencadene el programa litico, el promotor Pr debe desreprimirse 
cuando menos al 50% de su actividad óptima. Esto se alcanza cuando la concentración 
de represor de A activo en el lisógeno disminuye a la quinta parte (al 20%), lo cual es 
factible con la actividad proteolítica de LexA que se alcanza durante la respuesta SOS (no 
obstante que esta proteasa sólo tiene actividad moderada contra el represor). Si la unión 
del represor de à al Op2 no fuese cooperativa, se requeriría una disminución mucho 
mayor (dos órdenes de magnitud) del represor para lograr el mismo nivel de 
desrepresión, lo cual haría que la respuesta fuese mucho menos eficiente, en detrimento 
de la supervivencia del profago. En este caso, la actividad de Pp cambiaría con la 
concentración del represor de à de una manera hiperbólica, muy semejante a como 
ocurre en el caso de la mioglobina, una proteína que, a diferencia de la hemoglobina, se 
une al O2 de modo no cooperativo. Mecanismos moleculares, como los mostrados por el 
represor de à y demás componentes de su interruptor genético, permiten que con una 
ligera modificación en la actividad de una proteína reguladora se obtengan cambios de la 
magnitud y velocidad requeridos para activar o desactivar de modo eficiente un programa 
de expresión génica. Es por ello que estos mecanismos son utilizados no sólo por otros 
bacteriófagos que infectan a otros organismos procariotas, sino también por genes 
reguladores de la diferenciación y del desarrollo embrionario de organismos eucarióticos 
superiores. 
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Figura 32-16. La represión de Pr por el represor de A. El porcentaje de represión del promotor PR responde a la 


concentración del represor de A con una respuesta sigmoidal (curva continua). En el caso hipotético de que la 
unión del represor de A al operador OR2 no fuese cooperativa, el grado de represión tendría una modalidad 
hiperbólica (curva punteada). En este último caso, para disminuir en 50% la represión de Pr, se requeriría abatir 
la concentración del represor de l cuando menos 100 veces, mientras que en el primero, con una disminución de 


5 veces se logra el mismo grado de desrepresión. Nótese que la escala de concentración del represor de A está 
expresada en forma logarítmica. 
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Cómo las proteínas reguladoras “leen” las bases del DNA 


Las interacciones de las proteínas reguladoras con la secuencia nucleotídica de sus 
elementos cis son en extremo específicas, al grado que la mutación de una sola base 
puede reducir de manera drástica el funcionamiento del par cis/trans, como es el caso de 
las mutaciones en el operador de la lactosa que, al no ser reconocidas por el represor, 
ocasionan el fenotipo constitutivo lacOc. En el capítulo 26 se discutió otro ejemplo de 
esa alta especificidad de secuencia, el sitio de reconocimiento de la enzima de restricción 
EcoRI (figura 26-8). Un requisito indispensable para lograr tal especificidad es que las 
proteínas reguladoras “sepan leer”, sin errar, las secuencias nucleotídicas del DNA. 
Aunque podría suponerse lo contrario, para esta “lectura” no es necesario abrir la doble 
hélice del DNA, ya que las proteínas reguladoras reconocen las bases del DNA, 
identificando ciertos patrones de átomos y grupos funcionales que son accesibles desde 
los surcos mayor y menor del DNA. Como se observa en la figura 32-174, en los bordes 
de sus anillos las bases del DNA tienen algunos átomos y grupos funcionales que están 
expuestos al exterior de la doble hélice a través del surco mayor y que conforman 
patrones particulares para cada par de bases (G = C, C = G, A=T y T = A). Por 
ejemplo, el par G = C exhibe primero el N7 y el O unido al C6 de la guanina (ambos 
potenciales aceptores de enlaces por puentes de hidrógeno), seguidos del H libre 
(potencial donador para un puente de hidrógeno) del grupo amino unido a C4 y del H de 
C5 de la citosina. 
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Figura 32-17. Las secuencias del DNA pueden leerse a través de los surcos mayores y menores. A) Ciertos 
átomos y grupos funcionales, presentes en los bordes de las bases nitrogenadas, asoman por los surcos de la 
doble hélice del DNA, formando patrones o códigos inequívocos de reconocimiento molecular. El tipo de grupos 
funcionales accesibles a través de los surcos se identifica por los tonos de sombreado en los halos que los 
rodean. B) Los átomos y grupos funcionales de estos patrones son capaces de establecer interacciones no 
covalentes; por ejemplo, los N7 de la adenina y de la guanina, así como los O unidos al Cg de la guanina y al C4 
de la timina, pueden funcionar como aceptores en enlaces por puente de hidrógeno (círculos rojos). En cambio, 
los H libres de los grupos amino unidos al C4 de la citosina y al C6 de la adenina, pueden funcionar como 


donadores en enlaces por puente de hidrógeno (círculos azules). El grupo metilo de la timina (círculos amarillos) 
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puede establecer interacciones no polares a través del surco mayor. Los patrones o arreglos de estos grupos 
funcionales identifican los pares de bases de manera inequívoca solamente desde el surco mayor. Nótese que un 
par G = C no puede distinguirse de un par C = G cuando se mira desde el surco menor. De ahí que sea más 
común que las proteínas reguladoras se unan a sus secuencias específicas por el lado del surco mayor del DNA. 
C) Usando combinaciones de estos patrones de reconocimiento molecular, las secuencias del DNA pueden ser 
“leídas” sin ambigiiedad desde el surco mayor, tal como se ilustra para DNAs de secuencia: 5”-GGGGG-3”, y 5”- 
GCGCG-3”. 


Este patrón distingue al par G = C del par A = T, pues este último exhibe un patrón 
diferente que incluye el grupo hidrofóbico metilo de la timina (figura 32-174). En un DNA 
de doble cadena, un par G = C y un par C = G pueden distinguirse, pues a pesar de 
exhibir los mismos grupos funcionales, se ordenan en forma invertida (figura 32-17B). 

Con estos patrones de grupos funcionales, “visibles” desde los surcos mayores, una 
secuencia nucleotídica queda identificada sin ambigúedad. Por ejemplo, compárese el 
patrón combinado que mostraría un DNA cuya secuencia fuese 5”-GGGGG-3” y otro de 
secuencia 5”-GCGCG-3” (figura 32-17C). Estos patrones sirven para que ciertos grupos 
funcionales de la proteína reguladora establezcan enlaces no covalentes con las bases del 
DNA (figura 32- 18). Con una combinación lo suficiente grande de grupos funcionales en el 
DNA, que interactúen de manera específica con grupos funcionales de la proteína 
reguladora, es posible alcanzar una gran especificidad de unión o reconocimiento de un 
elemento cis con su complemento trans. 
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Figura 32-18. Las proteínas reguladores se unen a las bases accesibles a través de los surcos del DNA. Las 
proteínas reguladoras se unen a sus elementos cis mediante las interacciones no covalentes que se establecen 
entre los grupos funcionales de las bases (accesibles a través de los surcos del DNA, figura 32-17) y grupos 
funcionales de los aminoácidos. La figura ilustra los puentes de hidrógeno que pueden formar un par A= T con 
una glutamina o una asparagina, o un par G = C con una arginina. La combinación de varias de estas 
interacciones sirve para acoplar especificamente una secuencia nucleotídica con la superficie de contacto o unión 
de una proteína reguladora, como se ilustra en la figura 32-19. 


Un ejemplo de tales interacciones, la unión del represor de A al Op 1, se discutirá de 
manera amplia en la siguiente sección. 
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La unión del represor de à a sus operadores es mediada 
por la conformación HTH 


Las proteínas CI (el represor de à) y Cro constituyen un buen ejemplo, a nivel molecular, 
de cómo la interacción de un par cis/trans logra su alta especificidad. Estas proteínas 
interactúan con distintos grados de afinidad con los operadores Or1, Op2 y Op3, cada 
uno de los cuales está formado por 17 pares de bases de DNA, cuyas secuencias son casi 
palindrómicas. Por ejemplo, la secuencia del Opl tiene simetría rotacional binaria 
(imperfecta) centrada sobre el par G = C que ocupa la posición 9 (señalada por un rombo 
en la figura 32-194); es decir, si la secuencia se gira 180% sobre este par de bases, la 
secuencia obtenida es muy cercana a la original. Si la simetría fuese perfecta, como es el 
caso de la secuencia de reconocimiento de la enzima de restricción EcoRI (figura 26-8), la 
secuencia sería palindrómica y sería indistinguible después de la rotación. En el caso de 
Opl sólo las bases indicadas por un punto en la figura 32-194 quedan en posiciones 
idénticas después de la rotación. Nótese que cada mitad del Op1 podría ser vista como 
un hemisitio, es decir, como un segmento de DNA del cual existen dos copias que se 
juntan “cabeza con cabeza”, con exactitud en el par G =C de la posición 9. Este tipo de 
arreglo también se denomina “repetición invertida” de los hemisitios. La presencia de 
hemisitios repetidos en los elementos cis por lo general implica que sus proteínas 
reguladoras se unen a ellos en forma dimérica, como es el caso de la proteína CI, del 
represor de lac y de los receptores para las hormonas esteroides. Una variante de este 
diseño molecular es cuando el elemento cis está formado por hemisitios repetidos en 
forma “directa”, es decir, “cabeza con cola”, como sucede con los sitios de unión del 
receptor del ácido retimoico, el cual pertenece a la superfamilia de los receptores 
nucleares, que también incluye los receptores de las hormonas esteroides (véase más 
adelante la figura 32-26). 
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Figura 32-19. Los motivos estructurales ““Helix-Turn-Helix” son responsables de la unión de las proteínas CI (el 
represor à) y Cro a sus operadores. A) La secuencia nucleotídica del Or 1 revela que está formado por dos 
hemisitios con simetría rotacional binaria, los cuales están repetidos en forma invertida, en un arreglo del tipo 
“cabeza con cabeza”. En forma semejante, los otros OR y los O] tienen arreglos cabeza con cabeza. B) Modelo 


estructural del dímero de CI unido a su operador. Nótese que el represor de à (CI) tiene dos dominios, 
representados aquí como dos pelotas unidas por un cilindro. El dominio amino terminal es el que se une al 
operador, mientras que el otro dominio es el responsable de la dimerización. La proteína Cro es más sencilla, pues 
sólo contiene un dominio que sirve simultáneamente para la unión al operador y para la dimerización de la 
proteína. El dominio de unión al DNA de estas proteínas adopta una conformación denominada HTH (helix-turn- 
helix), que es el responsable del reconocimiento específico del operador. C) Ciertos aminoácidos de la a hélice 
#3, perteneciente al motivo HTH, hacen contactos con bases especificas de los hemisitios del operador, lo cual 
explica la selectividad en la unión de cada OR para con Cro o con el represor de a. 


El represor de A y la proteína Cro se unen en forma dimérica a los operadores Op1 y 
Op3 mediante la interacción no covalente del Op con el dominio de “unión al DNA”, 
presente en cada uno de los monómeros de la proteína. Las estructuras tridimensionales 
de los dominios de unión al DNA del represor y Cro unidos a su Op de alta afinidad han 
revelado la presencia de una característica estructural crítica para esta unión, que se 
denomina “hélice-giro-hélice” (o HTH, del inglés helix-turn-helix) (figura 32-19B). La 
estructura HTH consiste en dos helices a unidas por algunos residuos no estructurados, 
los cuales permiten que éstas giren una con respecto a la otra. La manera en que los 
motivos HTH reconocen sus elementos cis es muy semejante en todas las proteínas 
reguladoras que los poseen; una de las dos hélices del motivo HTH, la llamada “hélice de 
reconocimiento” (las hélices #3, en el caso de CI y Cro), encaja en el surco mayor del 
hemisitio del operador, mientras que la otra hélice (las hélices #2, en el caso de CI y Cro) 
se cruza sobre la primera, estabilizando su unión con el hemisitio. En el caso de CI y 
Cro, ciertos aminoácidos de las hélices a #3 son los responsables de interactuar con cada 
uno de los hemisitios que constituyen sus operadores (figura 32-19C). Por ejemplo, las 
cadenas laterales de la glutamina y la serina, presentes tanto en CI como en Cro, 
interactúan con las bases de las posiciones 2 y 4 de los hemisitios de Op1 y Op3. Sin 
embargo, sólo CI posee la alanina que interactúa con la posición 5 del Op1, mientras que 
sólo Cro tiene la asparagina y la lisina que interactúan con las posiciones 3 y 6/7 del Op3; 
ello explica por qué, a pesar de que ambas proteínas pueden unirse con estos operadores, 
lo hacen con una preferencia diferente. Nótese que a pesar de que hay un motivo HTH 
en cada monómero del represor de A (o de Cro), se requiere la forma dimérica de la 
proteína para que se una de modo eficiente al Op. En el dimero, el HTH de cada 
monómero reconoce en forma casi simétrica cada uno de los hemisitios del Or. Muchas 
proteínas reguladoras utilizan la conformación HTH para mediar sus interacciones con 
los elementos cis en el DNA; por ejemplo, éste es el caso del represor de lac. 
Recordando lo dicho por Monod acerca de E. coli y el elefante, es importante mencionar 
que en eucariotas el motivo HTH también es de uso extendido y un ejemplo prototípico 
son las proteínas con homeodominios. Éstas son importantes mediadoras del desarrollo 
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embrionario en todos los metazoarios (incluido el ser humano) y se identificaron en un 
principio como los productos de los loci homeóticos, responsables de la segmentación 
corporal durante la embriogénesis de la mosca de la fruta D. melanogaster. Las cajas 
homeóticas son dominios de alrededor de 60 aminoácidos, presentes en las proteínas con 
homeodominios, conformados por tres hélices a en una disposición típica de los motivos 
HTH. Estas cajas o dominios homeóticos sirven para la unión de las proteínas 
homeóticas a las regiones del genoma en donde ejercen su acción activadora de la 
transcripción de genes involucrados en el desarrollo embrionario. 

En las proteínas con homeodominios, así como en las otras proteínas reguladoras que 
los tienen, el motivo HTH es sólo una parte del dominio de unión al DNA. En el caso del 
represor de A, este dominio está compuesto por cinco hélices a, mientras que en el caso 
de Cro son tres hélices a y tres tiras plegadas tipo B (figura 32-19B). Es de notar que para 
el funcionamiento de la conformación HTH, la estructura primaria no es tan importante 
como la estructura secundaria. Cuando la conformación HTH está definida con claridad, 
confiere funcionalidad al dominio de unión al DNA, razón por la cual puede considerarse 
una unidad funcional independiente del resto de la proteína. De hecho, las proteínas 
reguladoras eucarióticas y procarióticas, que usan los motivos HTH para unirse a sus 
elementos cis, sólo se parecen entre sí en la región que delimita a este motivo, pero no 
en el resto de la proteína. 
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Otras conformaciones de proteínas reguladoras que 


participan en la unión al DNA 


Además de usar el motivo HTH, las proteínas reguladoras pueden unirse al DNA usando 
otros motivos o diseños estructurales. El factor transcripcional eucariótico AP1 es un 
heterodímero formado por las proteínas jun y fos, las cuales se asocian entre sí y se unen 
a sus elementos cis en el DNA genómico, mediante el motivo estructural llamado 
cremallera (o zipper) de leucinas. Este motivo consiste en una hélice a anfipática en la 
cual los residuos no polares, por lo general leucinas, se presentan cada siete residuos de 
tal manera que quedan orientados hacia el mismo lado de la hélice, constituyendo una 
cara hidrofóbica que se utiliza para interactuar con otra proteína que contenga un motivo 
semejante y así formar el dímero. Mediante aminoácidos básicos, como la arginina, 
presentes en la porción amino terminal de la hélice anfipática, la proteína se une a los 
hemisitios que componen su elemento cis. Es por ello que a este motivo estructural 
también se le denomina basicZipper o sólo bZIP (figura 32-204). Otros ejemplos de 
proteínas reguladoras con motivos bZIP son GCN4 y CREB, cuyas formas funcionales 
son homodímeros que reconocen hemisitios repetidos en forma invertida. Ante la 
carencia de aminoácidos, la proteína de la levadura GCN4 activa de manera coordinada 
cerca de 40 genes que codifican las enzimas biosintéticas de los aminoácidos. La proteína 
CREB (del inglés cyclic AMP responsive element binding protein) es responsable de 
activar la transcripción de genes en respuesta a diversas señales hormonales, las cuales 
utilizan cascadas de fosforilación de proteínas para transmitir su efecto desde la 
membrana plasmática hasta el núcleo. Uno de los últimos relevos en esta cascada es la 
proteína CREB, que al ser fosforilada, por ejemplo por la proteína cinasa dependiente de 
cAMP, se dimeriza y se une a sus elementos cis (los llamados sitios CRE o cyclic AMP 
responsive elements), los cuales están presentes en las regiones reguladoras de los genes 
estimulados por diversas hormonas. 
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bZIP 


Zipper de leucinas 
(dominio de dimerización) 


Dominio de 
dimerización 


Dominio de la unión 


Hélices de unión al DNA 


Homodímero Heterodímero 
c de proteinas de proteinas 
HLH activo HLH inactivo 


Homodimero AA Homodímero BB Heterodímero AB Ea Fg 
sobre sitio aa sobre sitio bb sobre sitio mixto ab 


Figura 32-20. Los motivos estructurales bZIP y HLH de unión al DNA. A) Algunas proteínas reguladoras se 
unen al DNA y se dimerizan mediante a, hélices que constituyen el motivo estructural llamado bZIP. Una región 
de la hélice (el zipper o cremallera de leucinas) posee residuos hidrofóbicos, responsables de la dimerización, 
mientras que otra región contiene aminoácidos básicos que le permiten unirse a un hemisitio del elemento cis; B) 
En el motivo estructural HLH (helix-loop-helix) dos segmentos de la proteína, plegados como a hélices 
anfipáticas, están separados por el asa, un segmento no estructurado de longitud variable, el cual permite que las 
hélices se dispongan entre sí formando un ramillete de 4 hélices, es responsable de la dimerización. En forma 
semejante al motivo bZIP, una de las hélices tiene residuos básicos que interactúan con las bases del surco mayor 
del DNA del elemento cis; C) Las proteínas reguladoras con motivos bZIP y HLH amplían su repertorio funcional 
formando homo y heterodímeros; D) No obstante, si uno de los monómeros es incapaz de unirse al DNA, el 
heterodímero resultante puede resultar inactivo (véase el texto). 


Algunos oncogenes (como la proteína c-myc) y las proteínas encargadas de la 
diferenciación muscular (como la proteína MyoD) son ejemplos de proteínas reguladoras 
en eucariotas que se unen a sus elementos cis mediante un motivo estructural 
denominado “hélice-asa-hélice” o HLH (las siglas en inglés de helix-loop -helix), el cual 
no debe ser confundido con el motivo HTH (helix-turn-helix) discutido en secciones 
precedentes. El motivo HLH se parece al bZIP, ya que también consiste en hélices a 
anfipáticas mediadoras de la dimerización y de la unión al DNA; la diferencia es que el 
motivo bZIP está formado por una sola hélice continua, mientras que el motivo HLH 
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consiste en dos hélices separadas por una asa (figura 32-20B). 

El dímero es la forma funcional de las proteínas reguladoras con motivos bZIP y HLH, 
y cada monómero interactúa con uno de los hemisitios contiguos que forman el elemento 
cis. Esta propiedad permite que haya combinaciones homodiméricas y heterodiméricas, 
las cuales amplían el repertorio funcional de estas proteínas, tal y como ocurre con el 
factor AP1, que puede formarse combinando las diversas variantes de la proteína jun con 
la proteína fos (figura 32-20C). Sin embargo, debido a esta misma propiedad, en ocasiones 
se forman heterodímeros inactivos. Por ejemplo, si uno de los monómeros carece de la 
región rica en aminoácidos básicos formará un heterodímero incapaz de unirse al 
elemento cis. Si la concentración del monómero carente de la región básica es muy alta, 
podrá desactivar otros monómeros funcionales, pues al “secuestrarlos” en heterodímeros 
no funcionales les impide formar homodímeros activos (figura 32-20D). Un ejemplo es el 
secuestro de la proteína MyoD por la proteína /d, que carece de los residuos básicos 
incluidos en la primera hélice del motivo HLH; sin embargo, esta carencia no afecta su 
capacidad de asociarse con MyoD, y el resultado son heterodímeros MyoD-Id inactivos, 
los cuales impiden que MyoD lleve a cabo su función como promotor de la diferenciación 
muscular. De hecho, para poder diferenciarse, los mioblastos (células precursoras 
musculares) deben primero detener la expresión del gen de la proteína Id. 
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Los “dedos de zinc”, un motivo estructural de unión al 
DNA presente en los receptores de las hormonas 


esteroides 


Los “dedos de zinc” son motivos estructurales de unión al DNA, que contienen un átomo 
de Zn coordinado con cuatro aminoácidos de la proteína. Reciben este curioso nombre 
porque al representarse en diagramas muy esquemáticos, el Zn se localiza en la base de 
lo que podría imaginarse como un dedo de la mano (figura 32-214). A pesar de que los 
estudios cristalográficos han revelado un estructura muchísimo menos antropomórfica, el 
nombre ha persistido. La secuencia primaria consenso de los primeros dedos de zinc 
estudiados es la siguiente: Cys-X>._4- Cys X3-Phe-X5-Leu-X>-His-X>-His, que al plegarse 
forma un “dedo”, gracias a la unión de un átomo de zinc con las cadenas laterales de las 
cisternas e histidimas subrayadas (X puede ser cualquier aminoácido). En este 
plegamiento, la primera mitad del dedo (Cys-X>,_¿-Cys-X3-Phe) adopta la forma de dos 
tiras plegadas tipo B mientras que la segunda mitad (X;5-Leu-X>-His-X>-His) forma una 
hélice a, la cual es la responsable de la unión al DNA (figura 32-21B y C). Las proteínas 
que se unen al DNA mediante este motivo estructural suelen tener varios de ellos 
repetidos, de manera que establecen múltiples puntos de contacto con el DNA; por 
ejemplo, el factor transcripcional eucariótico Sp] se une a su elemento cis mediante tres 
dedos de zinc, mientras que el factor TFIIA se une a los promotores de la RNA 
polimerasa III usando nueve dedos (figura 32-21D). 
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Figura 32-21. Los “dedos de zinc”, otra estructura de unión al DNA. A) Representación esquemática y; B) 
modelo de la estructura tridimensional de un dedo de zinc del tipo del tipo Cys-Cys-His-His. En este tipo de dedos 
de zinc la mitad amino terminal se pliega en dos tiras antiparalelas tipo P y la mitad carboxilo terminal lo hace 
formando una a hélice, la cual se une al DNA. Los receptores de las hormonas esteroides poseen dedos de zinc 
del tipo Cys-Cys-Cys-Cys, en los cuales las dos mitades del dedo se pliegan como a hélices. C) La unión al DNA 
de todos los dedos de zinc se efectúa por medio de una a hélice que interactúa con las bases accesibles en el 
surco mayor del DNA. D) Las proteínas reguladoras que se unen a sus elementos cis mediante dedos de zinc del 
tipo Cys-Cys-His-His generalmente lo hacen con varios dedos. Por ejemplo, la proteína Zif268, una reguladora del 
desarrollo embrionario del ratón, se une a su elemento cis mediante tres dedos contiguos, los cuales 
prácticamente se enrollan alrededor del DNA. En cambio, los receptores de hormonas esteroides lo hacen con 
sólo un par de dedos, de los cuales sólo uno interactúa con uno de los hemisitios del elemento cis. 


Como se discutirá con más detalle en secciones posteriores, los receptores de las 
hormonas esteroides son proteínas reguladoras de la transcripción de diversos genes. 
Éstos se unen a elementos cis, presentes en las regiones reguladoras de los genes bajo su 
control, por medio de dos dedos de zinc. Sin embargo, los dedos de zinc de los 
receptores esteroides difieren de los discutidos antes, ya que el átomo de zinc está 
coordinado a la proteína a través de las cisteínas de la secuencia consenso: Cys-X>- Cys- 
X13-Cys-X>-Cys. Otras dos diferencias son que ambas mitades del dedo se pliegan en 
hélices a formando una estructura globular, y que existen sólo dos dedos en cada 
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monómero del receptor, cada uno con funciones distintas; un dedo se encarga de la unión 
a un hemisitio del elemento cis y el otro de la dimerización del receptor. 
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Totipotencialidad y regulación de la expresión génica 


Antes de abordar los mecanismos reguladores de la expresión génica en eucariotas se 
mencionará un ejemplo que muestra sus portentosas capacidades. En 1997, Wilmut y sus 
colaboradores informaron el desarrollo de una cordera, a la que llamaron Dolly, a partir 
de células de una donadora adulta. Las implicaciones éticas de estos experimentos de 
“clonación” causaron gran polémica mundial, pues aunque ya se habían hecho con otros 
organismos, era la primera vez que se lograba con células de un mamífero adulto. 
Explicado en forma simple, este experimento consistió en fusionar núcleos de células 
altamente diferenciadas —obtenidas del tejido mamario de una oveja adulta donadora—, 
con ovocitos, antes enucleados, obtenidos de una oveja receptora, y permitir que las 
células resultantes de la fusion se desarrollaran en embriones, uno de los cuales llegó al 
término de la gestación y produjo a la célebre Dolly. Con su trabajo, Wilmut et al., 
demostraron no sólo la plena potencialidad del repertorio genómico de las células adultas, 
cuestión ya relevante por sí misma, sino también la importancia que tiene la regulación de 
la expresión de este repertorio; dependiendo de cuáles genes se expresen, pueden 
formarse células tan distintas como las de la glándula mamaria o las de un embrión recién 
fecundado, capaz de ejecutar los programas de expresión génica requeridos para generar 
todas las estirpes celulares del animal adulto. 
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Los genes eucarióticos tienen diversas modalidades de 
expresión 


En un organismo eucariótico pluricelular metazoario como el ser humano, la expresión 
génica muestra varias modalidades. Ciertos genes se expresan de manera constitutiva en 
todas las células, como es el caso de los genes que codifican las enzimas glicolíticas o las 
proteínas del citoesqueleto. Esta ubicuidad de expresión, necesaria para las funciones 
celulares básicas, les ha ganado el nombre de genes del “mantenimiento doméstico 
celular”. En oposición, las propiedades distintivas de los diversos linajes celulares resultan 
de la expresión específica de algunos genes que confieren las propiedades morfológicas y 
funcionales particulares de su estirpe celular. Un ejemplo típico es el del gen de la 
albúmina, una importante proteína del plasma sanguíneo que se sintetiza en el hígado. 
Este gen sólo se expresa en los hepatocitos adultos y no en otras células del organismo. 
El gen de la albúmina pertenece al conjunto de “genes de expresión hepática”, que a 
pesar de estar presentes en las otras células del organismo, sólo se transcriben y traducen 
en el hígado. Cada estirpe celular tiene un grupo de genes que expresa en forma 
específica. Una estimación del número mínimo de genes que se requiere para dar a una 
célula sus propiedades específicas de linaje revela que son menos de 10% de los cerca de 
10 000 a 20 000 genes que se expresan en la célula. De hecho, la comparación de las 
proteínas de dos distintas estirpes celulares mostrará una tremenda semejanza, pues los 
genes que producen la diferencia constituyen una minoría. Los patrones de expresión 
específicos de linaje varían durante el desarrollo embrionario del organismo. Por 
ejemplo, los hepatocitos del embrión y del feto no expresan el gen de la albúmina, sino el 
de la a-fetoproteína, que hace las funciones de la albúmina durante la vida prenatal. Los 
hepatocitos adultos dejan de expresar para siempre la a-fetoproteína, al grado de que la 
expresión de esta proteína después del nacimiento se considera signo de enfermedad. 
Esta modalidad ontogénica en la expresión de ciertos genes, es decir, exclusiva de ciertas 
etapas del desarrollo, es el motor responsable del desarrollo embrionario, el cual culmina 
en el estado de diferenciación propio de cada linaje celular del organismo adulto. Este 
estado se mantiene gracias a un patrón de expresión génica característico de cada célula, 
el cual, sin embargo, no es definitivo ni imperturbable. En múltiples circunstancias, las 
células responden a las alteraciones del entorno celular activando o suprimiendo la 
expresión de genes, modificando con ello su forma y función. Por ejemplo, los cambios 
cíclicos que ocurren en el útero de una mujer en edad reproductiva, debido a la 
estimulación por las hormonas del ciclo menstrual, se deben a cambios específicos de la 
expresión génica de las células de este Órgano. Es interesante que aunque estas hormonas 
llegan a todos los órganos del cuerpo, los cambios que ocasionan en el útero se deben a 
que sus células tienen, como parte de su patrón de expresión génica específico de linaje, 
las proteínas receptoras que les hacen responder “como útero”. Las células de otros 
órganos, debido a un distinto patrón de expresión génica, tendrán su muy particular 
manera de responder a estas hormonas. Por último, en ocasiones hay cambios en la 
expresión génica que ocurren sin un “propósito fisiológico”, sino como resultado de 
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mutaciones, daños cromosómicos o desequilibrios homeostásicos del organismo. En estos 
casos, dichos cambios suelen ser causa de enfermedad. El caso típico es la pérdida del 
control de la proliferación celular que se asocia con el proceso del cáncer. 
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Los interruptores genéticos en eucariotas son distintos y 
más complejos que en los procariotas 


Aunque el objetivo general de la regulación transcripcional en los procariotas y eucariotas 
es de manera básica el mismo (controlar la unión de la RNA polimerasa al promotor para 
que se inicie la transcripción), las maneras en que lo logran son muy diferentes. Para 
contrastar, hay que recordar que a la RNA polimerasa de £. coli le bastan los 122 pares 
de bases que conforman la región reguladora del operón de la lactosa (figura 32-8) y sólo 
dos proteínas reguladoras, el represor y CAP, para regular de manera eficiente tres genes 
estructurales. En cambio, la RNA polimerasa II de los hepatocitos del ratón tiene que 
lidiar con los miles de pares de bases en que se encuentran diseminados los elementos 
reguladores de la transcripción del gen de la albúmina (figura 30-8), por lo cual requiere la 
asistencia de una multitud de factores reguladores para asegurar la correcta expresión de 
este solo gen. La situación en los organismos eucarióticos es mucho más compleja por 
diversas razones. Entre ellas pueden enumerarse el mayor número de genes (con sus 
grandes regiones reguladoras), el mayor tamaño de sus genomas y su complicada 
organización cromosómica (capítulo 27). Otra diferencia funcional de gran relevancia es 
que las RNA polimerasas eucarióticas, a diferencia de las procarióticas, son incapaces de 
iniciar por sí mismas la transcripción, y requieren para ello de la asistencia de una 
pléyade de factores y proteínas reguladoras. Algunos de estos factores, los del aparato 
basal o general de la transcripción, ya fueron descritos en el capítulo 30, por lo cual aquí 
la discusión se enfocará sobre los factores activadores de la transcripción y sus elementos 
cis. Por último, la “especialización y jerarquización” de las células de los eucariotas 
pluricelulares en linajes celulares añade otro nivel de complejidad, pues esas diversas 
estirpes deben funcionar de manera coordinada dentro del todo armónico que es el 
organismo. 
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Regiones reguladoras y factores activadores de la 
transcripción eucariótica 


Por lo general, para transcribir un gen eucariótico se requieren, además de los factores 
que componen el aparato general de la transcripción, los llamados factores activadores de 
la transcripción, o sólo transactivadores. Para llevar a cabo su función, los 
transactivadores se unen a elementos cis situados en la vecindad del promotor, por lo 
común dentro de la primera kilobase río arriba del sitio +1. La región reguladora de un 
gen eucariótico suele componerse del promotor basal (donde se ensambla el aparato 
general) y los llamados elementos reguladores o elementos de respuesta; es decir, los 
sitios de unión de los transactivadores. Cuando éstos se ubican a varios kilobases de 
distancia del promotor, y además funcionan sin importar su orientación con respecto a 
éste, se les denomina potenciadores (o enhancers, en inglés). En promedio, el tamaño de 
los elementos de respuesta varía entre 8 y 16 pares de bases y se componen de dos 
hemisitios repetidos en forma invertida (palindrómicos) o directa. De manera semejante a 
lo observado con los operadores procarióticos, la secuencia nucleotídica de los elementos 
reguladores eucarióticos es lo que confiere la especificidad en la unión del transactivador. 
Un mismo elemento puede presentarse varias veces en la región reguladora de un mismo 
gen y también es común que distintos genes eucarióticos compartan un mismo elemento 
regulador. Ésta es una diferencia notable con los genes procarióticos, los cuales no suelen 
compartir sus proteínas reguladoras; por ejemplo, el represor de lac pasa por alto todos 
los otros genes de la Æ. coli y sólo actúa sobre el operón de la lactosa. Un gen 
eucariótico típico, ejemplificado por el gen de la albúmina murina (figura 30-8), requiere de 
varios transactivadores para su expresión precisa “espacio-temporal”; es decir, para que 
su transcripción ocurra en la estirpe celular y en el estadio ontogénico correctos. Para un 
gen eucariótico, el contar con múltiples proteínas reguladoras (y por tanto con múltiples 
elementos reguladores) resulta muy ventajoso, pues por un lado obtiene una mayor 
versatilidad en su expresión (es decir, la posibilidad de pertenecer a diversos programas 
de expresión génica), y por otro, lo logra con una gran economía de factores reguladores. 
En el caso hipotético ilustrado en la figura 32-22A, la participación de los tres genes 1, 2 y 
3 en tres distintos programas de expresión (a, b, c) se logra utilizando sólo dos proteínas 
reguladoras (X, Y), las cuales actúan sobre los elementos reguladores x, y. Cuando la 
proteína X está presente, actúa el programa de expresión “a” (la expresión única del gen 
1), pues sólo la región reguladora del gen 1 tiene los elementos de respuesta X. En forma 
semejante se activa el programa “b” (la expresión única del gen 2). En ambos casos, el 
gen 3 permanece apagado, pues requiere para su expresión la presencia de las proteínas 
X y Y, lo cual ocurre en el programa “c”. Para la ejecución de estos tres programas de 
expresión en una célula procariótica se requerirían tres proteínas reguladoras (figura 32- 
22B), cada una dedicada a uno de los tres genes, una solución poco práctica para un 
organismo eucariótico, con 10 veces el número de genes que un procariota. Es fácil 
imaginar cómo la adición de nuevos elementos reguladores a un gen eucariótico puede 
incrementar su pertenencia a más programas de expresión, y cómo con un puñado de 
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proteínas reguladoras los organismos eucarióticos pueden generar una amplia variedad de 
programas de expresión génica. 


A Eucariotas 
AA E sen | AAAA [> loer] | LEIA | boers | 
x x y g x y 


Programa Proteínas 
Encendido Apagado Apagado 


Encendido Encendido Encendido 


B Procariotas - 
AA | Joem] AA | joer] | [ Mal | loer 
X y Z 


Programa Proteínas 


Encendido Apagado Apagado 


Apagado 


Figura 32-22. Posibles programas de expresión genética para 3 genes hipotéticos. Tres programas de expresión 
(a, b, c) de tres genes distintos (1, 2, 3) se pueden generar combinando 2 proteinas reguladoras (X, Y) con 
sendos elementos (cis) de respuesta (A, manera común en los organismos eucariotas), o bien, usando 3 proteínas 
reguladoras (X, Y, Z), cada una dedicada a un gen en particular (B, manera común en los organismos 
procariotas). Véase el texto para más detalles. 
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Los factores eucarióticos activadores de la transcripción 
son “proteínas modulares” 


Las proteínas transactivadoras activan la transcripción al interactuar al mismo tiempo con 
sus elementos reguladores y con las proteínas del aparato basal de la transcripción, 
promoviendo el ensamblaje de estas últimas en un complejo de inicio. Esta doble 
actividad se refleja en la estructura de las proteínas transactivadoras, las cuales están 
compuestas por cuando menos dos regiones funcionales: una que se une al elemento 
regulador y otra que interactúa con las proteínas del aparato basal. Estas regiones 
funcionales se ubican en dominios o “módulos” independientes de la proteína y 
corresponden al dominio de unión al DNA y al dominio propio transactivador (figura 32- 
23A). Un requisito indispensable para el funcionamiento de una proteína transactivadora 
es que sus dominios estén presentes en el mismo polipéptido. Si estos dominios se 
separan, por ejemplo mediante un corte proteolítico, la proteína pierde su actividad, pues 
aunque el dominio de unión al DNA interactúa con su elemento regulador, la falta del 
dominio transactivador le impide la activación del gen. 


A € Transcripción Promotor 


] Dominio de 
transactivación 


Dominio de Aparato general 
unión al DNA de la transcripción 


Los 
Elemento cis 


B L 
Transactivador 1 
Transactivador 2 


Transactivador 


Elemento 
de respuesta 


Elemento -y , 
de respuesta le. delgean] o aT Elemento Transcripción 

A de respuesta 2 del gen 1 

e 
A AR Transactivador 1 
Transactivador2 O AA 
. A 

Elemento Transcripción Elemento Transcripción 

de respuesta 2 del gen 2 de respuesta 1 delgen 2 


Figura 32-23. Los transactivadores tienen un diseño modular. A) División de trabajo del transactivador en dos 
módulos, uno de unión al DNA y otro de transactivación. B) La especificidad de la transactivación depende de la 
interacción entre el dominio de unión al DNA y el elemento (cis) de respuesta. Si este último se cambia a la región 
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reguladora de otro gen, ahora éste se activa con el transactivador. C. Para que el dominio transactivador influya 
en el aparato general de la transcripción, el DNA que separa al promotor del elemento cis debe doblarse en un asa. 


El dominio de unión al DNA por lo general contiene alguno de los motivos estructurales 
helix-turn-helix, helix-loop-helix zipper de leucinas o dedos de zinc. Algunos de los 
dominios transactivadores conocidos contienen secuencias ricas en aminoácidos con 
carga negativa, de ahí que a veces se les denomine activadores ácidos. 

Es importante resaltar que el reconocimiento específico de un gen resulta del 
acoplamiento del dominio de unión al DNA de la proteína transactivadora y del elemento 
de respuesta, pues el dominio transactivador siempre funciona a través del aparato 
general de la transcripción, el cual es común para todos los genes. Como se ilustra en la 
figura 32-23B, si se intercambian los elementos de respuesta de dos genes, también se 
intercambia la selectividad del gen sobre el cual actúan sus proteínas transactivadoras. La 
manera de actuar de los transactivadores eucarióticas y de las proteínas procarióticas 
mediadoras del control positivo, como CAP (figura 32-7), tiene en común que ambos 
procesos están mediados por interacciones proteína-proteína. 

Sin embargo, los transactivadores eucarióticos tienen una notable diferencia: como sus 
elementos de respuesta —es decir, los sitios de unión al DNA— no están adyacentes al 
promotor para que se establezca el contacto entre el transactivador y el aparato basal de 
la transcripción, es indispensable que se curve el DNA que separa el promotor del 
elemento regulador, adoptando la forma de un asa (figura 32-23C). 

El diseño modular de las proteínas transactivadoras se demostró con experimentos en 
los que se crearon proteínas híbridas, las cuales tenían intercambiados sus dominios de 
unión al DNA y de transactivación. Un ejemplo de tales experimentos se ilustra en la 
figura 32-24. Las propiedades de las proteínas transactivadoras sugieren que, en principio, 
es posible determinar de manera arbitraria la expresión de un gen, lo cual tendría gran 
utilidad en la terapia génica. Si fuese posible diseñar un gen con los elementos 
reguladores “correctos” para su expresión específica en el tejido enfermo, podría 
administrarse en forma sistémica y aun así expresarse de manera exclusiva en las células 
enfermas. 


1243 
booksmedicos.org 


Transactivador 
original AA 


Dominio transactivador (A) 
Dominio de unión al DNA (A) 


Elemento Promotor A —— Gen A transcrito 
de respuesta A 


Dominio transactivador (A) 
Transactivador 
mixto AB Dominio de unión al DNA (B) 


Elemento Promotor A Gen A no transcrito 
de respuesta A 


Transactivador 
mixto AB 


Elemento de respuesta B Promotor À ===.. Ge A transcrito 
añadido en la región reguladora 
del gen A 


Figura 32-24. Demostración experimental del diseño modular de los transactivadores. Por medio de la 
manipulación genética, es posible crear proteínas activadoras híbridas en las cuales el dominio de unión al DNA 
de una (dominio azul) se cambia por el de otra (dominio amarillo). La nueva proteína híbrida no tiene efecto 
activador sobre el gen original, pues su nuevo dominio de unión al DNA no reconoce su elemento de respuesta 
(caja naranja). El hecho de que la proteína híbrida sea funcional sobre un gen que contenga el elemento de 
respuesta del nuevo dominio de unión al DNA (caja roja) implica que los dominios del transactivador tienen 
independencia funcional y estructural. 


Para ello, el reto del investigador es identificar y caracterizar tales elementos 
reguladores “correctos”. 
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Los factores activadores de la transcripción son 
regulados de distintas maneras 


Debido a su trascendental función como reguladores de la expresión génica, no es 
sorprendente encontrar que los factores activadores de la transcripción sean a su vez 
sujetos de una fina regulación. Ésta les permite conectar los estímulos extracelulares con 
la actividad de los genes bajo su control, conexión que es indispensable para una 
adecuada respuesta celular a estos estímulos. A continuación se discutirán los distintos 
mecanismos ilustrados en la figura 32-25, a través de los cuales se regula la actividad de los 
factores activadores de la transcripción. 


Sintesis de novo Unión de un ligando  Fosforilación Asociación con una Disociación de una Traslocación 
subunidad reguladora subunidad inhibitoria al núcleo 
Y 7 A i Ps 
=> > £ [a = ES Proteina que lo 
Estado inactivo a - E E =p t7 —— retiene en el citoplasma 
| | Inhibidor 
| e, MUS = e 
P 
eLo z q feguladora Núcleo celular 
7" pa In, P ño 
£ “ga > EA A 
=] > 


SA EA Sa 
Estado activo = 3 t E 
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Figura 32-25. Mecanismos de activación de los factores activadores de la transcripción eucariótica. A) Por su 
expresión específica en tejidos o estirpes celulares. B) Por la unión de un ligando. C) Por modificación covalente, 
generalmente fosforilación. D) Por la interacción con una subunidad reguladora. E) Por la liberación de un 
inhibidor. F) Por su translocación al núcleo celular. En este esquema la forma inactiva del factor se ilustra como 
una mano extendida, mientras que la forma activa como una mano empuñada. Véase el texto para más detalles. 


A) Expresión específica en tejidos o estirpes celulares, caso ejemplificado por las 
proteínas reguladoras del desarrollo embrionario como la de homeodominios y las 
encargadas de la diferenciación celular, como MyoD. 

B) Unión de un ligando que modifique la proteína, permitiéndole unirse a su elemento 
de respuesta, como es el caso de los receptores de las hormonas esteroides. En esta 
categoría quedarían incluidos las proteínas reguladoras procarióticas, como el 
represor del triptófano o el de CAP, los cuales requieren la unión de un modulador 
alostérico para unirse al operador. 

C) Modificación covalente por fosforilación de algún residuo clave de la proteína 
reguladora. Éste es un mecanismo muy utilizado por las hormonas hidrofílicas y los 
factores tróficos celulares, los cuales, al interactuar con sus receptores situados en la 
membrana plasmática, inician la fosforilación concatenada de varias proteínas 
celulares, uno de cuyos destinos finales es regular la actividad de algún factor 
activador de la transcripción. Además del caso de CREB mencionado antes, otro 
ejemplo es la fosforilación de Jun, con la cual el factor AP1 se convierte en su forma 
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activa. 

D) Reclutamiento de una subunidad reguladora, la cual modifica, de manera positiva o 
negativa, su interacción con su elemento de respuesta. Un ejemplo de la variante 
positiva de este caso se presenta con las proteínas Smad, mediadoras de los efectos 
del TGF-f, un factor trófico celular que regula la proliferación celular y la reparación 
tisular. El caso de la dimerización de las proteínas Id y MyoD, discutido en secciones 
previas, es un ejemplo de la variante negativa de este mecanismo. 

E) Liberación de un inhibidor que secuestre la proteína activadora. Un ejemplo de esta 
situación se presenta con la proteína inhibidora I-kB, la cual se une al factor llamado 
NF-kB, reteniéndolo en el citoplasma. Como se discutirá con más detalle en una 
sección posterior, la destrucción de la proteína I-kB libera NF-kB, el cual se transloca 
al núcleo en donde estimula la expresión de varias proteínas mediadoras de la 
respuesta inflamatoria. 

F) Translocación al núcleo celular de la forma activa de la proteína transactivadora. Un 
ejemplo de este caso es el de los receptores de las hormonas esteroides, cuyas 
formas inactivas residen en el citosol, mientras que sus formas activas (debido a la 
unión de la hormona) entran al núcleo, en donde llevan a cabo su acción reguladora 
de la transcripción. Es importante aclarar que los transactivadores pueden regularse 
de varias maneras; por ejemplo, los receptores de los glucocorticoides adquieren 
completa actividad usando los mecanismos B, E y E, mientras que las proteínas 
Smad la adquieren combinando los mecanismos C, D y F. 

La importancia de estos mecanismos reguladores quedó demostrada de manera 
elocuente con el descubrimiento de que varios de ellos están involucrados en algunos 
mecanismos patogénicos. Por ejemplo, una incorrecta regulación de los productos 
génicos de c-fos, c-jun, c-rel y c- myc (los cuales por lo general son mediadores del 
efecto mitógeno producido por factores tróficos celulares) puede ocasionar algunos tipos 
de cáncer. Las formas oncogénicas de estos genes: v-fos, v-jun, v-rel y v-myc (el prefijo 
c- designa al gen celular normal y el prefijo v- al oncogen) presentes en los genomas de 
retrovirus oncógenos contienen mutaciones que causan el efecto mitógeno de manera 
constitutiva; es decir, en ausencia de los estímulos fisiológicos normales. Esto puede 
ocurrir ya sea porque la proteína mutada se independiza de los mecanismos normales de 
regulación o porque la proteína es sintetizada en forma sostenida en alta concentración en 
la célula. 
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Receptores de las hormonas esteroides: factores 
reguladores de la transcripción 


Las hormonas esteroides son un importante grupo de reguladores fisiológicos, cuyos 
miembros participan en la regulación del metabolismo de carbohidratos, lípidos y 
proteínas (los glucocorticoides, como el cortisol), en el control renal de sales y agua (los 
mineralocorticoides, como la aldosterona), y de la diferenciación y función de órganos 
sexuales (los esteroides sexuales, como estradiol, progesterona y testosterona). Estas 
hormonas se producen en diversos órganos a partir del colesterol y tienen un carácter 
hidrofóbico que les permite, a diferencia de las hormonas hidrofílicas, difundirse a través 
de la bicapa lipídica que forma la membrana celular. Esta diferencia hace que su 
mecanismo molecular de acción sea también diferente, pues sus receptores no requieren 
localizarse en la superficie celular, sino que se encuentran en el interior de la célula. Los 
receptores de las hormonas esteroides son proteínas reguladoras de la transcripción que 
se activan por la unión de un ligando (la hormona). En general, aunque no siempre, la 
forma activa del receptor (la unida a la hormona) estimula la transcripción de genes que 
tienen en sus regiones reguladoras los llamados elementos de respuesta hormonal o ARE 
(por sus siglas en inglés: hormone responsive element). Como las formas activas de estos 
receptores se localizan en el núcleo celular en donde llevan a cabo su función, también se 
les denomina receptores nucleares. Los receptores nucleares forman una superfamilia de 
factores reguladores de la transcripción, con más de 150 miembros descritos, todos ellos 
relacionados entre sí por sus mecanismos de acción y sus estructuras primarias 
semejantes. Además de la familia de los receptores de las hormonas esteroides, la 
superfamilia de los receptores nucleares incluye a los receptores de la “familia RXR”, 
cuyos miembros son el receptor de la hormona tiroidea (T3R), el receptor de la vitamina 
D (VDR), el receptor del ácido trans-retinoico (RAR) y el receptor del ácido 9 -cis- 
retinoico (RXR). Otros miembros de la superfamilia son los “receptores huérfanos”, 
receptores cuyos ligandos aún se desconocen. Todos los miembros de la superfamilia 
tienen un mismo diseño modular compuesto de varios dominios estructurales y 
funcionales y, con excepción de algunos receptores huérfanos, sus formas funcionales 
son diméricas (figura 32-26). Los elementos de respuesta de los receptores nucleares están 
compuestos por hemisitios de seis pares de bases, repetidos en forma directa o invertida 
y que son reconocidos por las formas diméricas de los receptores. Por ejemplo, el 
homodímero del receptor de los glucocorticoides reconoce el elemento GRE (del inglés 
glucocorticoid response element), el cual tiene la secuencia AGAACANNNTGTTCT. 
Nótese que uno los dos hemisitios (subrayados) se repiten en forma indirecta 
(palindrómica), y que ambos están separados por tres pares de bases cuya secuencia 
carece de importancia funcional (NNN). Es interesante notar que el GRE también es el 
elemento de respuesta de los receptores de la aldosterona, la testosterona y la 
progesterona, lo cual plantea un problema de especificidad de respuesta, el cual se 
resuelve de dos maneras: con la expresión específica del receptor en el tejido para la 
hormona “correcta” y mediante la desactivación selectiva de la hormona “incorrecta”, 
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como sucede con los glucocorticoides que entran en las células de los túbulos renales. 


Receptores Receptores Ligandos 
esteroideos Ligandos heterodiméricos 
RXR 
> < GR Glucocorticoides <] TRa, $ Hormona tiroidea 

MR Mineralocorticoides Y RARa, ß, y Acido retinoico 
PR Progestcrona VDR Vitamina D 
AR Andrógenos PPARa, f, y Eicosanoides 
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ELP/SF-1 (Ftz-F1) 


Figura 32-26. Estructura modular de los receptores nucleares. Los receptores nucleares están compuestos por 
módulos o dominios funcionales y estructurales independientes. Típicamente, éstos incluyen del extremo amino al 
carboxilo, un dominio amino terminal variable (A/B), un dominio conservado (42 a 94%) de unión al DNA (C), 
una región variable llamada “bisagra” (D), una región conservada (15 a 57%) de unión del ligando (E) y una 
región carboxilo terminal variable. Los dominios de unión al DNA poseen dedos de zinc del tipo Cys-Cys (figura 
32-15). Las regiones con función transactivadora generalmente se localizan en A/B y en F. Los receptores 
nucleares se pueden clasificar en 4 grupos de acuerdo con sus ligandos, sus hemisitios de unión al DNA y su tipo 
de dimerización. El primer grupo incluye a los receptores de las hormonas esteroides, que se unen como 
homodímeros a hemisitios repetidos inversamente (palindrómicos). El segundo grupo es el de los receptores 
heterodiméricos del tipo RXR (llamado así porque uno de los monómeros es siempre el RXR), los cuales se unen 
a hemisitios repetidos en forma directa. Los últimos dos grupos corresponden a los receptores huérfanos, los 
cuales pueden unirse al DNA en forma dimérica o monomérica. 
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Mecanismos de acción del receptor de glucocorticoides 


En términos generales, todos los receptores nucleares funcionan con un mecanismo 
similar; sin embargo, en vista de que el modo de acción del receptor de glucocorticoides 
(GR) es uno de los mejor caracterizados, se discutirá en detalle a continuación. En su 
forma inactiva, es decir, en ausencia de glucocorticoides (GC), el GR se encuentra 
asociado en complejos citosólicos con proteínas del tipo de las chaperonas, como la 
Hsp90 y la Hsp56. Esta asociación tiene dos efectos: el GR se retiene en el citosol, pero 
adquiere una conformación que facilita su unión con el ligando. La unión del GC activa el 
GR, pues además de liberarlo de la chaperona, también propicia su migración al núcleo, 
en donde se une a los GRE, sus elementos reguladores, y lleva a cabo su efecto activador 
de la transcripción (figura 32-27). La unión del ligando provoca un cambio en la 
conformación del receptor de manera que se expone el dominio del receptor que permite 
su dimerización y también la señal o secuencia peptídica de localización nuclear que le 
permite a los receptores dimerizados (forma activa) translocarse al interior del núcleo 
para cumplir su función como transactivadores. En otros receptores de hormonas 
esteroides el dominio de unión del ligando funciona de manera distinta. Por ejemplo, su 
eliminación del receptor de estrógenos causa que éste sea incapaz de activar la 
transcripción, no obstante que retiene su capacidad de unirse al DNA, lo cual indica que 
en este receptor el dominio del ligando sirve como un activador de su función 
transactivadora. 


1249 
booksmedicos.org 


Chaperonina 
COO 


Sitio de unión 
de la hormona 


g” 


Dominio 
transactivador 


+ 
H,N N 
Dominio de unión al DNA Bisagra 
Chaperonina 
Hormona desunida 


Figura 32-27. Mecanismo de activación de los receptores nucleares. La forma inactiva del receptor de los 

glucocorticoides (GR) se une a chaperoninas citosólicas. La unión del ligando, el glucocorticoide, activa al GR, 

liberándolo de las chaperonas y promoviendo su entrada al núcleo. El complejo ligando-receptor se une a sus 
elementos de respuesta y activa la transcripción de los genes que los contengan. 
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El receptor de glucocorticoides también es un represor 
transcripcional 


El descubrimiento reciente de que los complejos GCGR pueden reprimir la transcripción 
de otros genes ha demostrado lo limitado de la visión convencional de los GR y en 
general de los transactivadores como activadores transcripcionales exclusivos. Este 
importante hallazgo sugiere que la regulación negativa de la transcripción en eucariotas no 
es tan rara como se pensaba. De hecho, algunos de los efectos farmacológicos más 
importantes de los GC están mediados por represión transcripcional. En principio, una 
proteína reguladora podría funcionar como un represor de la transcripción por tres 
mecanismos distintos: 1) compitiendo por la unión al elemento de respuesta de otro 
activador transcripcional; 2) uniéndose a su propio elemento de respuesta en una posición 
tal que reprima el aparato general de la transcripción o que impida la interacción de otro 
activador transcripcional con tal aparato; y 3) uniéndose e inhibiendo de forma directa a 
otro activador transcripcional, por medio de interacciones proteína-proteína, sin tener que 
unirse a ningún elemento de respuesta en la región reguladora del gen reprimido. Los 
complejos GC GR reprimen la transcripción de otros genes mediante los mecanismos 2 y 
3. Por ejemplo, se ha demostrado la existencia de GRE negativos, muy semejantes a los 
GRE positivos, en el gen de la pro-opiomelanocortina, los cuales sirven para que los 
complejos GC-GR bloqueen la transcripción de este gen (figura 32-28B). Los complejos 
GC-GR también pueden unirse de manera directa a los factores transcripcionales AP1 y 
NF-xB, con lo cual inhiben sus efectos activadores. Nótese que para tal inhibición, el 
complejo GC-GR no requiere unirse a las regiones reguladores de los genes cuya 
transcripción reprime (figura 32-28C). Este último mecanismo es uno de los principales 
responsables del efecto inmunosupresor de los glucocorticoides. Uno de los usos médicos 
más comunes y antiguos de los glucocorticoides es en el tratamiento de enfermedades 
inflamatorias crónicas. Sin embargo, no fue sino hasta 1995 cuando empezó a entenderse 
que esto se logra mediante una fina red reguladora de la transcripción, descrita de manera 
breve en la siguiente sección. 
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Figura 32-28. Los receptores nucleares también pueden ser represores de la transcripción. El receptor de los 
elucocorticoides, asociado a su ligando (el complejo GC-GR), tiene tres funciones reguladoras de la 
transcripción: A) La primera es la típica activación transcripcional mediada por la unión del complejo GC-GR a 
los GRE de los genes activados (figura 22-28). B) La segunda consiste en la represión transcripcional mediada 
por la unión del complejo GC-GR a los GRE negativos (nGRE) de los genes reprimidos. C) La tercera consiste en 
la unión del complejo GC-GR a otros factores transcripcionales, como AP1 y pro-inflamatorio, con lo cual se 
bloquean funciones transactivadoras de estos últimos. 
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NF-xB es el principal factor regulador de los genes 
mediadores de la inflamación 


En las enfermedades inflamatorias crónicas, como el asma o la artritis reumatoide, 
algunas citocinas reclutan células inflamatorias y de la respuesta inmunitaria al sitio de la 
inflamación; además las activan, con lo cual producen otros mediadores pro- 
inflamatorios, estableciendo un círculo vicioso que perpetúa la inflamación. Las causas 
que inician estas enfermedades se desconocen; sin embargo, mediante el tratamiento con 
elucocorticoides es factible romper el círculo vicioso y tratar los síntomas de esas 
enfermedades. La manera en que los glucocorticoides logran esto es mediante el control 
de la actividad del NF-kB, uno de los factores trancripcionales de mayor importancia en 
la activación de los genes que codifican los mediadores de la inflamación. El NF-kB es 
un factor ubicuo, que fue identificado al inicio en los linfocitos B como el regulador de la 
expresión del gen de la cadena ligera k de las inmunoglobulinas. NF-kB es un 
heterodímero formado por las subunidades p65 (también llamada relA) y p50. En las 
células no estimuladas NFkB se encuentra en el citoplasma, unido a la proteína inhibidora 
IkB (IkBa o IkB), la cual impide su entrada al núcleo celular. Cuando las células son 
estimuladas, IKB se fosforila y se ubiquitima, convirtiéndose en sustrato del preoteosoma, 
el cual la degrada. Al desaparecer IkB, NF-kB queda libre para entrar al núcleo debido a 
que la señal o secuencia peptídica de localización nuclear que estaba oculta por la 
interacción con IkB ahora queda expuesta para interactuar con proteínas importinas que 
facilitan la translocación de NF-kB hacia el núcleo para unirse a sus elementos de 
respuesta y así activar la expresión de los genes bajo su control (figura 32-29). 
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Figura 32-29. Activación de NF-kB, un regulador de la respuesta inflamatoria. Diversos estímulos extracelulares 
fosforilan a IkB, lo cual causa su degradación proteolítica y con ello la liberación de NF-xB, el cual migra al 
núcleo y activa la transcripción de los genes de proteínas proinflamatorias. Algunas de la proteínas que resultan 
de esta activación pueden establecer una asa de retroalimentación positiva que perpetúa la estimulación de NF-kB 
y con ello el círculo vicioso pro-inflamatorio. 


Algunos de los estímulos que activan NF-kB son citocinas como el TNF-a (factor de 
necrosis tumoral a), la IL—1 (interleucina 1a), la IL- 17, algunos tipos de virus como el 
de la gripe, agentes oxidantes como el H20, y el ozono, y estímulos inmunitarios como 
los antígenos. Los genes activados por NF-kB pueden incluirse en alguna de las 
siguientes categorías: citocinas pro-inflamatorias (TNF—a, IL-1, IL-2, IL-6 y factores 
estimuladores de macrófagos y  granulocitos), quimiocinas (IL-8 y proteinas 
quimiotácticas de macrófagos), enzimas proinflamatorias (óxido nítrico sintetasa, 
ciclooxigenasas y lipooxigenasas), moléculas de adhesión celular (como las selectinas) y 
receptores para células T e IL-2. 

La lista anterior revela por qué la activación del NF—«B conduce a la estimulación de la 
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respuesta inmunitaria y de la inflamación. Por ejemplo, la estimulación coordinada de 
IL-8, selectina y TNF a recluta y activa los neutrófilos. El NF—kB estimula la síntesis de 
TNF-a e IL-1, que a su vez estimulan la síntesis del NF—kB, lo cual establece un ciclo 
de realimentación positiva que puede amplificar y perpetuar la respuesta inflamatoria. 
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El efecto antiinflamatorio de los glucocorticoides se debe 
a la desactivación de NF-kB 


Entre los agentes farmacológicos antimflamatorios de mayor eficacia se encuentran los 
elucocorticoides, los cuales suprimen la expresión de los genes proinflamatorios activados 
por NF-kB. Como se explicó antes, para llevar a cabo sus efectos, los GC se unen a su 
receptor (GR) formando un complejo GC-GR que interactúa con los elementos de 
respuesta GRE presentes en los genes bajo su control (figura 32-27). Sin embargo, los 
genes pro-inflamatorios inhibidos por los GC no contienen elementos GRE en sus 
regiones reguladoras, por lo cual el efecto del complejo GC-GR debe ocurrir en forma 
indirecta. A la fecha se han descrito dos mecanismos complementarios mediante los 
cuales estos complejos bloquean los efectos del NF—kB (figura 32-30). El primero de estos 
mecanismos es un ejemplo de represión de la transcripción en eucariotas (figura 32-28). El 
complejo GC-GR es capaz de unirse a la subunidad p65 de NF-k«B, con lo cual impide 
su unión a sus elementos de respuesta y por lo tanto la activación de genes 
proinflamatorios. El otro importante mecanismo de la acción anti-inflamatoria de los GC 
consiste en la activación de la transcripción de IkBa, la proteína inhibidora de NF-—kB. 
Los GC estimulan la síntesis de IkBa, con lo cual causan su sobreproducción, 
contrarestando su destrucción mediada por los estímulos proinflamatorios. De esta 
manera, los niveles celulares de IkB son tan altos que impiden la liberación de NF-—«B, la 
cual permanece inactiva en el citosol (figura 32-30). 
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Figura 32-30. Los glucocorticoides impiden la actividad del factor NF—kB. Existen al menos dos mecanismos 
mediante los cuales los glucocorticoides, unidos a su receptor, impiden la activación del NF-kB. En uno de ellos 
el complejo glucocorticoide-receptor se une directamente a NFxB, funcionando como un inhibidor que le impide 

unirse a sus elementos de respuesta. En el otro, el complejo GC-GR activa la expresión del gen de IkB, con lo 

cual se sobreproduce esta proteína inhibidora del NF—kB. 


booksmedicos.org 


Regulación de la transcripción eucariótica al nivel de la 
remodelación de la estructura cromatínica 


En las secciones anteriores se supuso que los factores reguladores de la transcripción en 
eucariotas tienen libre acceso a los genes que regulan, pasando por alto el hecho de que 
el DNA genómico en estos organismos tiene una complicada organización cromatínica 
que podría dificultar o imposibilitar tal acceso y por lo tanto la expresión de esos genes. 
Una primera evidencia de que el empaque de la cromatina podría ser un obstáculo para la 
expresión génica se obtuvo al demostrar que los genes activos de forma transcripcional 
eran “hipersensibles” a la desoxirribonucleasa (DNasa), mientras que los genes inactivos, 
debido a su íntima asociación con proteínas como las histonas (capítulo 28), resistían 
mejor la digestión por esta enzima. Estos experimentos indicaron que hay una correlación 
entre el grado de sensibilidad a la DNasa, que es diagnóstico del grado de empaque 
cromatínico, y el grado de transcripción del gen. Por ejemplo, en los eritroblastos, células 
precursoras de los eritrocitos, los genes de la hemoglobina son sensibles a la DNasa, 
mientras que en el cerebro, donde no se expresan estos genes, su DNA es resistente. La 
hipersensibilidad a la DNasa, junto con otras evidencias experimentales, ha confirmado 
que la transcripción de los genes eucarióticos puede ser regulada por el grado de 
compactación o empaque de la cromatina. Puesto en forma simplista, este mecanismo de 
regulación funcionaría como sigue: una alta compactación desactiva los genes al bloquear 
el acceso de la RNA polimerasa Il y de los demás factores de la transcripción a sus 
regiones reguladoras; para que tales genes se reactiven, primero deben “liberarse” las 
proteínas de la cromatina. Sin embargo, la situación es mucho más complicada, pues se 
han informado casos en que proteínas de la cromatina parecen favorecer la transcripción. 
De ahí que hoy en día la “dinámica o remodelación de la cromatina” es un activo campo 
de investigación. 

Uno de los mecanismos bioquímicos que regulan el grado de compactación de la 
cromatina es la acetilación de las histonas, las proteínas del nucleosoma. Esta 
modificación covalente es llevada a cabo por enzimas llamadas acetil-transferasas, o sólo 
acetilasas, y consiste en la adición de grupos acetilo a los grupos amino de ciertas lisinas 
de las histonas. La modificación de estas lisinas disminuye la carga neta positiva de las 
proteínas del nucleosoma, debilitando su interacción con el DNA y propiciando su 
desestabilización. La observación de que las regiones de la cromatina activas de manera 
transcripcional están hiperacetiladas, mientras que las regiones silenciosas o inactivas 
están poco acetiladas, sugiere que esta modificación covalente puede regular la expresión 
génica. En fechas recientes se clonaron algunas acetilasas y desacetilasas de histonas, lo 
que facilitará la respuesta a preguntas importantes acerca de la acetilación cromatínica, 
tales como la manera en que esas enzimas reconocen y actúan sobre la cromatina de 
genes específicos, así como si esto es suficiente y necesario para activarlos. Es 
importante mencionar que también en fechas recientes se han encontrado gigantescos 
complejos multiproteínicos nucleares en diversos organismos eucarióticos los cuales 
regulan de forma activa el grado de empaque de la cromatina. 
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Uno de los mejor estudiados es el llamado complejo SWI/SNF de la levadura, que pesa 
más de dos millones de daltons y está compuesto por al menos 10 subunidades. Los 
complejos del tipo del SWI/SNF son capaces de unirse a la cromatina y desestabilizar los 
nucleosomas, en una reacción que requiere la hidrólisis de ATP. Esta desestabilización le 
da mayor libertad al DNA de esos nucleosomas para interactuar con la maquinaria 
transcripcional. Lo interesante del caso es que la reacción de los complejos SWI/SNF es 
reversible, por lo cual es posible que sirvan tanto para activar como para desactivar los 
genes sobre los que actúan. 

El aún incipiente estudio de estas complejas maquinarias proteínicas, capaces de 
remodelar la cromatina, sin duda contribuirá a entender cómo se regula la expresión 
génica in vivo. 
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La determinación del sexo en la mosca de la fruta es 
regulada por un empalme alternativo 


La determinación del sexo en Drosophila melanogaster es un ejemplo de cómo la 
regulación de la expresión génica a nivel del procesamiento de los transcritos primarios, 
de manera específica el empalme o splicing alternativo de los exones, puede controlar 
importantes aspectos del fenotipo. En este organismo, la duplicidad del cromosoma X 
produce una mosca hembra, mientras que un solo cromosoma X da por resultado una 
mosca macho. En etapas tempranas del desarrollo, los embriones de moscas hembras 
(XX) transcriben, a partir del promotor PE, el gen sex-lethal (sx!), mientras que en las 
moscas macho el gen sx/ no se transcribe (figura 32-31). Este transcrito primario temprano 
de sx! contiene sólo dos exones, que al empalmarse producen la proteína Sxl temprana. 
En etapas posteriores del desarrollo, el gen sx/ es transcrito en ambos sexos, pero ahora a 
partir del promotor Py, con lo que se produce un transcrito primario tardío que difiere del 
temprano pues contiene cuatro exones, de los cuales sólo el cuarto es común con el pre- 
mRNA temprano. La presencia o ausencia de una proteína Sxl temprana determina los 
exones del pre-mRNA tardío que se empalmarán en el mRNA maduro. La presencia de 
Sxl temprana impide que el exón 3 se empalme, mientras que su ausencia permitirá el 
empalme espontáneo; es decir, el empalme que ocurre sin la injerencia de proteínas 
reguladoras. El empalme espontáneo es típico de los embriones machos y genera un 
mRNA de sxl que contiene los cuatro exones del pre-mRNA. La relevancia funcional de 
incluir o excluir al exón 3 reside en que este exón contiene un codón de terminación el 
cual hace que la traducción del mRNA del macho termine de modo prematuro, dando 
lugar a una proteína Sxl tardía truncada e inactiva. En cambio, el mRNA de la hembra 
será traducido en forma completa, dando lugar a una proteína Sxl tardía funcional, que 
puede ahora tomar el lugar de la proteína temprana, asegurando la perpetuación del 
patrón de empalme femenino de su propio gen. En cambio, como la mosca macho no 
expresó el gen sxl en estadios tempranos, no podrá es tablecer jamás la producción de la 
forma activa de la proteína Sxl. 
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Figura 32-31. El gen sex lethal y la determinación del sexo en la mosca de la fruta. Los promotores PẸ Y PL se 
usan en distintas etapas del desarrollo embrionario para transcribir al gen sex lethal (sxl), produciendo dos tipos 
de transcritos primarios o pre-mRNA, uno temprano (A) y otro tardio (B), respectivamente. Los exones 
(rectángulos naranjas) de estos pre-mRNA que contienen las tripletas que abren el marco de lectura se indican 
con puntas de flechas. Únicamente la mosca hembra produce el pre-mRNA temprano. En cambio, el pre-mRNA 
tardio es producido por las moscas de los dos sexos. El pre-mRNA tardio está compuesto de 4 exones que están 
sujetos a dos formas de splicing alternativo, determinadas por la presencia de la proteína Sxl temprana (círculo 
con rayas diagonales). En la mosca hembra, la proteina Sxl temprana fuerza la exclusión del exón 3, dando lugar 
a un mRNA maduro compuesto por los exones 1:2:4, el cual se traduce en una proteina Sxl tardía funcional 
(círculo punteado). En cambio, en la mosca macho, al carecer de la proteína Sxl temprana, el exón 3 se incluye 
en el mRNA maduro (mRNA 1:2:3:4). El exón 3 contiene un codón de terminación (Alto) que cierra 
prematuramente el marco de traducción del mRNA 1:2:3:4, lo cual resulta en una proteína Sxl tardía truncada e 
inactiva (círculo punteado y con muesca). 


La forma activa (femenina) de Sxl no sólo regula el empalme diferencial de los 
transcritos primarios de su propio gen, sino que también actúa en forma semejante sobre 
el gen transformer (tra), el cual es transcrito en las moscas de ambos sexos (figura 32-32). 
La presencia de una Sxl tardía funcional impide que el exón 2 del pre mRNA de tra se 
empalme. Este exón también tiene un codón de terminación que, en caso de ser incluido 
en el mRNA maduro, como sucede en el embrión macho, da por resultado la síntesis de 
una proteína truncada e inactiva. La forma activa (femenina) de Tra, al asociarse con la 
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proteína Tra-2, producto del gen transformer-2 (tra-2), funciona como un regulador del 
empalme del gen double sex (dsx). El complejo Tra/Tra-2 activa la inclusión del exón 4 
en el mRNA maduro de dsx. En cambio, el empalme espontáneo, que ocurre en ausencia 
de una proteína Tra funcional, reúne el exón 3 de forma directa con el exón 5, dando 
lugar a dos diferentes mRNA maduros de dsx (figura 32-32). 
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Figura 32-32. La cascada de empalmes alternativos que determinan el sexo en la mosca de la fruta. Otros dos 
genes reguladores de la determinación sexual en la mosca de la fruta, transformer (tra) y double sex (dsx), 
producen transcritos primarios que, en forma semejante a sxl (figura 32-31), se empalman alternativamente para 
producir proteínas con distinta funcionalidad. Por ejemplo, la inclusión del exón 2 en el mRNA de tra produce una 
proteína Tra truncada e inactiva, debido a que este exón contiene un codón de terminación (ALTO). Con el fin de 
simplificarla, en esta figura sólo se ilustran los exones relevantes de cada pre-mRNA. La forma activa de la 
proteína Sxl (la que se produce en el embrión femenino por la exclusión del exón 3, figura 32-31) inicia una 
cascada de empalmes alternativos cuyo primer blanco es el pre-mRNA de tra. La presencia de una Sxl funcional 
en las moscas hembras fuerza el empalme del mRNA de tra sin el exón 2, lo que da lugar a la proteína funcional 
(círculo azul). Asu vez, la forma activa de tra regula el empalme del pre-mRNA de dsx. En colaboración con la 
proteína Tra-2, la forma funcional de la proteína tra fuerza la inclusión del exón 4 en el mRNA de dsx. El exón 4, 
que contiene una señal de poliadenilación, es el exón final del mRNA femenino de tra. Las moscas macho, como 
carecen de la forma activa de tra, excluyen al exón 4, produciendo un mRNA en el que el exón 3 se continúa con 
el exón 5, el cual a su vez se continúa con otros exones ubicados río abajo en el pre-mRNA de dsx. Así pues, el 
producto final de esta cascada de empalmes alternativos son dos versiones distintas del mRNA maduro de dsx, 


una que tiene y termina con el exón 4 Ga y otra a la que le falta este exón, pero que incluye otros exones 


distintos en su extremo 3” (+Fdsx). La traducción de estos mRNA produce proteínas funcionalmente distintas que 
reprimen recíprocamente uno de los dos programas de diferenciación, el del macho o el de la hembra. 
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La traducción del mRNA femenino de dsx da lugar a una proteína reguladora que 
reprime la transcripción de los genes necesarios para el desarrollo de una mosca macho; 
en cambio, a partir de la versión masculina del mRNA de dsx, se sintetiza una proteína 
reguladora que reprime la transcripción de los genes requeridos para el desarrollo de una 
mosca hembra. 

Este elegante ejemplo de regulación de la expresión génica en eucariotas también es un 
buen ejemplo de elementos reguladores en cis presentes en el RNA. La proteína Sxl es 
un regulador en trans que efectúa su función reconociendo e interactuando con 
secuencias nucleotídicas específicas presentes en los pre-mRNA de sx/ y de tra. La 
región de la proteína Sxl que lleva a cabo esta interacción se localiza en el extremo 
carboxilo y está codificada en el exón 4 del gen, el cual está presente tanto en el pre- 
mRNA temprano como en el tardío del embrión femenino. Esto explica por qué la 
proteína Sxl tardía producida en el macho es inactiva, pues el codón de terminación 
introducido con el exón 3 impide que se traduzca la región carboxilo terminal de la 
proteína funcional, codificada en el exón 4. 
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Regulación de la expresión génica a nivel de la 
estabilidad del mRNA 


Otro nivel de control de la expresión génica, que los organismos eucariotas emplean más 
a menudo que los procariotas, ocurre a nivel de la estabilidad o perdurabilidad de los 
mRNA. Para evaluar la estabilidad de un mRNA se debe medir su vida media; es decir, el 
tiempo que toma en degradarse el 50% de una cantidad inicial dada. La vida media de un 
mRNA no puede medirse a partir de su concentración celular total, pues ésta depende del 
balance alcanzado entre su síntesis (transcripción) y su degradación (estabilidad). De ahí 
que para determinar “vidas medias” se utilice el experimento del “pulso y caza”, que 
permite seguir o rastrear el inicio, el final y la duración de una “generación” de una 
macromolécula, en este caso un mRNA. La primera parte de estos experimentos, el 
“pulso”, consiste en incubar la célula de forma breve con un precursor radioactivo, por 
ejemplo uridina tritiada, que se ha utilizado para la síntesis del mRNA. En una segunda 
parte, la “caza”, el precursor radioactivo se lava y se continua la incubación de la célula 
con la forma no radioactiva del mismo precursor. El resultado neto del pulso y la caza es 
que sólo unas cuantas moléculas del mRNA (la “generación” sintetizada durante el 
pulso), estarán “marcadas” con (es decir, contendrán) uridina tritiada, lo cual las 
distinguirá de la poza celular total de ese mRNA. Midiendo el tiempo que tarda en 
degradarse 50% de esta generación marcada de forma radioactiva se determina la vida 
media del mRNA. 

La vida media de los mRNA procarióticos es muy corta, de entre 2 y 10 min, mientras 
que los mRNA eucarióticos tienen vidas medias de 10 h en promedio. No obstante, las 
vidas medias de algunos mRNA eucarióticos pueden variar tanto como de 30 min a 
varios días, lo cual sugiere que las células eucarióticas tienen los mecanismos para regular 
la estabilidad de sus mRNA. Este nivel de control es de importancia, pues altera la 
disponibilidad de un mRNA y de ahí la cantidad de proteína que a partir de él puede 
sintetizarse. En general, cuando un mRNA tiene vida media muy corta es porque la 
proteína que codifica sólo se requiere de manera breve, tras lo cual su síntesis debe 
detenerse. Éste es el caso de los mRNA de algunas citocinas factores autócrinos 
reguladores del funcionamiento de las células de la respuesta inmunitaria, tales como 
GM-CSF (factor estimulador de colonias de macrófagos y granulocitos), IEN-y 
(interferón y), IL-1 (interleucina 1) y TNF (factor de necrosis tumoral), cuyas vidas 
medias son alrededor de 1 h. La rápida degradación de estos mRNA es mediada por 
repeticiones de una secuencia AUUUA, presentes en las regiones 3” no traducidas de 
todos ellos. De manera experimental, si estas secuencias se insertan en posiciones 
semejantes en otros mRNA de mayor estabilidad, éstos se vuelven inestables; por 
ejemplo, el mRNA de la cadena de la hemoglobina, cuya vida media normal es de 10 h, 
se reduce a 1 h. 
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La degradación de algunos mRNA eucarióticos está 


regulada 


Unos cuantos mRNA eucarióticos tienen velocidades de degradación que pueden 
cambiar, ajustándose a las necesidades fisiológicas del organismo, tal como sucede con el 
mRNA de la caseína (una importante proteína de la leche), y con el mRNA del receptor 
de la transferrina, la proteína responsable de la internalización celular de la transferrina 
(la proteína del plasma que acarrea el hierro ingerido con los alimentos). En el primer 
caso, la hormona prolactina incrementa 100 veces la concentración del mRNA de la 
caseína en la glándula mamaria, de tal manera que de tan sólo 300 moléculas por célula, 
se llega a 30 000 en presencia de la hormona. Sin embargo, este estímulo hormonal sólo 
aumenta tres veces la transcripción del gen de la caseína, lo cual indica que la mayor 
parte del incremento de su mRNA se debe a una mayor estabilidad. En el caso del 
mRNA del receptor de la transferrina, cuando la concentración intracelular de hierro 
aumenta por arriba de lo necesario, este mRNA se degrada con rapidez, con lo cual cesa 
la síntesis del receptor y por tanto la entrada de más hierro, cuyo exceso es tóxico para la 
célula. El mRNA del receptor de la transferrina posee en su extremo 3” no traducido 
varios elementos IRE (del inglés ¿ron-response element), los cuales consisten en 
secuencias de unos 30 nucleótidos, ricos en bases AU, que pueden autoaparearse 
formando un tronco y una asa. La presencia de los IRE en este mRNA ocasiona su 
rápida degradación, tal vez por un mecanismo semejante al que destruye los mRNA de la 
citocinas mencionadas en la sección anterior. Esta rápida degradación se reduce cuando 
los IRE se enlazan a la proteína de unión a los IRE, o IRE-BP (siglas en inglés de IRE- 
binding protein). Una baja concentración de hierro activa la IRE-BP, con lo cual se une 
a los IRE del extremo 3” del mRNA del receptor de la transferrina, evitando su 
degradación. En cambio, una alta concentración de hierro desactiva la IRE-BP, la cual se 
separa del mRNA del receptor de la transferrina, dejándolo a merced de una rápida 
degradación (figura 32-33). 


booksmedicos.org 


Región 3'no traducida 


Región 5' no traducida ES 
Marco abierto A q 


de lectura 


Degradación acelerada 
del mRNA 
IRE-BP 
IRE-BP activas (bajo hierro) 
Inactiva (alto hierro) se une a los IRE 
O O O Poca degradación 
An 


- => 


Figura 32-33. La degradación del mRNA del receptor de la transferrina es regulada por los IRE y la IRE-BP. La 
forma activa de la IRE-BP, existente cuando las concentraciones celulares de hierro son bajas, se une a los 
elementos IRE de la región 3” no traducida del mRNA del receptor de la transferrina, protegiéndolo de la 
degradación. 


MRNA del receptor 
de la transferrina 


En los eucariotas superiores, algunos genes pueden ser “silenciados” por una clase de 
RNA que interactúan con el mRNA, lo cual degrada los mRNA o inhibe su traducción. 
Esta forma de regulación utiliza los denominados RNA pequeños o microRNA (miRNA). 
Existen cientos de miRNA que han sido identificados en los eucariotas. Estos miRNA son 
procesados por endonucleasas como la Dicer (cortadora) —en un proceso que se explica 
en el capítulo 30—, lo cual produce una hebra complementaria que se hibrida con un 
mRNA específico; esto promueve su degradación o inhibe su traducción. 
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Regulación de la expresión génica al nivel de la 


traducción 


Son muy pocos los casos conocidos de regulación de la expresión génica a nivel de la 
traducción, quizá debido a que es más económico para la célula efectuar esta regulación a 
nivel del inicio de la transcripción. Entre los ejemplos mejor estudiados están los de 
ferritina y enzima 5-aminolevulinato sintetasa, proteínas que participan en el metabolismo 
del hierro. La ferritina es una proteína citoplasmática que sirve de reservorio del hierro, 
evitando que sus concentraciones celulares lleguen a la toxicidad. La enzima 5- 
aminolevulinato sintetasa cataliza el primer paso en la síntesis del grupo hemo. Cuando 
los niveles de hierro son bajos, la traducción de los mRNA de la ferritina y de la 
aminolevulinato sintetasa es reprimida por la IRE-BP, la cual se discute en la sección 
anterior y que también regula la degradación del mRNA del receptor de la transferrina. 
La forma activa de la IRE-BP, que existe cuando disminuye el hierro celular, se une a 
elementos JRE situados en la región 5” no traducida de los mRNA de la ferritina y de la 
aminolevulinato sintetasa, impidiendo que se inicie su traducción. Esto permite que el 
poco hierro disponible no sea secuestrado por un exceso de ferritina. En cambio, cuando 
los niveles de hierro son altos, la IRE-BP se desactiva y se separa de los IRE, 
permitiendo su traducción y creando un reservorio intracelular de hierro (figura 32-34). 
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Figura 32-34. La traducción del mRNA de la ferritina es regulada por los IRE y la IRE-BP. La forma activa de la 
IRE-BP se une a los elementos IRE de la región 5” no traducida del mRNA de la ferritina, bloqueando su 
traducción. Los IRE del mRNA de la ferritina carecen de las secuencias ricas en AU, razón por la cual no son 
blanco de las enzimas que degradan al mRNA del receptor de la transferrina. 
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A clínico 


Ejemplo de enfermedad asociada a defectos en la regulación de la expresión génica 


En la leucemia promielocítica aguda ocurren rearreglos cromosomales que dan lugar a la aparición de una proteína híbrida o proteína 
de fusión, debido a que el gen PML (promyelocytic leukemia) se encuentra translocado en forma recíproca con el gen para el 
receptor de ácido retinóico (RAR) que es un transactivador estructuralmente similar a los receptores para hormonas esteroides. La 
secuencia de los genes fusionados codifica la proteína de fusión PML-RAR que en lugar de estimular la expresión de los genes 
usualmente estimulados por el RAR activo y que son necesarios para la diferenciación normal de las células mieloides, actúa como 
inhibidora de su expresión pues tiene afinidad por enzimas capaces de desacetilar a las histonas (HDAC) lo que resulta en la 
condensación de la cromatina adyacente a los sitios de unión del RAR y la consecuente inhibición de la transcripción. Sin embargo, 
concentraciones elevadas del ácido retinóico inducen por competencia la disociación del complejo PML-RAR-HDAC y favorecen 
su degradación permitiendo así que se restaure la transcripción de los genes necesarios para la diferenciación mieloide y la 
consecuente remisión de la leucemia promielocítica en más del 95% de los casos. 
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Epílogo 


Llegar al final de los capítulos que tratan de los genes y de su expresión podría parecer el 
final del camino. Quizá lo es en lo que se refiere al final del curso de bioquímica médica. 
Sin embargo, para los médicos que ejercerán su profesión en el incipiente siglo XXI, esto 
no es más que el principio de una productiva y divertida aventura intelectual. La biología 
molecular y los muchos conceptos y productos que de ahí se derivan prometen ser un 
parteaguas en la manera cómo se entienden las enfermedades y se trate a los pacientes. 
Ningún profesional de la salud, ni tampoco el público general, deberían perderse tal 
aventura. ¡Bienvenidos! 


? Preguntas de reforzamiento 


1 Existe una diferencia fundamental en cuanto a la organización estructural del genoma entre procariotas y eucariotas que resulta 
también en una diferencia fundamental en los niveles de regulación de la expresión génica entre procariotas y eucariotas. ¿Cuál es 
dicha diferencia? 


Respuesta: el genoma de los eucariotas está organizado en cromatina lo que no ocurre en procariotas, y las proteínas de la 
cromatina imponen una restricción a la accesibilidad del DNA con respecto a la maquinaria de transcripción y los factores de 
transcripción, de manera que las modificaciones en el grado de empacamiento o condensación de la cromatina resultan en cambios 
en la accesibilidad del DNA haciéndolo permisivo o restrictivo para la transcripción. 


2 El modelo de regulación de la expresión génica en bacterias representado por el operón de lactosa indica que se necesita un 
represor unido al operador para impedir la expresión constitutiva de los genes estructurales del operón. En contraste, en eucariotas 
se requiere por lo general la acción de factores de transcripción que actúen como activadores de la expresión de los genes aunque 
también existen genes de expresión constitutiva que no requieren factores de transcripción específicos. ¿Cuál es el factor de 
organización estructural que determina la diferencia entre los genes inducibles y los genes constitutivos en eucariotas? 


Respuesta: la presencia de nucleosomas en la región promotora es característica de los genes inducibles mientras que la ausencia de 
nucleosomas en dicha región promotora es característica de los genes constitutivos. 


3 Mencione una diferencia fundamental entre la RNA polimerasa de procariotas y la de eucariotas que determina una gran 
diferencia en cuanto a las condiciones necesarias para iniciar la transcrip ción en eucariotas con respecto a procariotas. 


Respuesta: la RNA polimerasa de procariotas se puede unir directamente al DNA mientras que la RNA polimerasa de eucariotas 
necesita la colaboración de numerosos factores proteínicos necesarios para facilitar que se pueda unir al DNA. 


4 El empalme alternativo de los exones presentes en el transcrito primario permite generar mRNAs diversos a partir de una misma 
unidad de transcripción que corresponde a un gen estructural. Con base en lo anterior qué podemos concluir con respecto a la 
linearidad o no-linearidad de la relación entre el genoma y el transcriptoma para el caso de los eucariotas metazoarios 
(pluricelulares). 


Respuesta: la relación es no-lineal ya que la complejidad del transcriptoma es mayor que la del genoma o en términos más 
coloquiales, la diversidad del transcriptoma es mayor que la diversidad del genoma. 


5 Los factores de transcripción o transactivadores de genes de eucariotas son proteínas modulares que incluyen diversos dominios 
estructurales con funciones específicas pero no todos los transactivadores incluyen necesariamente las mismas funciones 
específicas. Sin embargo, existe un tipo de domino que aunque diverso en cuanto a su secuencia de aminoácidos es funcionalmente 
indispensable para todos los transactivadores, ¿cuál es este tipo de domino? 


Respuesta: el dominio de unión al DNA. 
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Capítulo 33 


>? o° El genoma humano 


José Miguel Betancourt Rule, Eduardo Casas Hernández, Rafael Camacho Carranza 


e ¿Qué es el genoma humano? 

e Proyecto del genoma humano 

e Método de secuenciación 

e Mapa del genoma humano 

e Expresión del genoma humano 

e Métodos para el estudio del genoma humano 

e Aplicaciones del estudio del genoma humano en medicina 
e Farmacogenómica 

e Perspectivas de la medicina genómica 

e Diversidad genética e historia de las poblaciones humanas 
e Estudios del genoma humano en M éxico 


e H clave 


1 El genoma humano se codifica en la cadena de DNA en 6 x 10? pares de bases. 
2 La secuencia del Genoma Humano permite la identificación de genes relevantes en diferentes enfermedades. 


3 Los polimorfismos de un nucleótido (SNPs) y las zonas repetitivas o minisatélites, permiten el mapeo de cambios genómicos de 
importancia médica. 


4 La determinación del transcriptoma y del proteoma así como la determinación de las señales epigenéticas permite evaluar el 
comportamiento genómico de la célula. 


5 La farmacogenómica es un producto aplicativo del estudio genómico en la biomedicina. 


6 La terapia génica se contempla como el futuro próximo de la aplicación de la genómica. 
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¿Qué es el genoma humano? 


El genoma humano se define como la cantidad total de genes contenidos en el DNA que 
presenta un individuo, su posición en cada uno de los 46 cromosomas y en las 
mitocondrias, además de todo el DNA “chatarra” que en apariencia no tiene ninguna 
función. Este genoma es el responsable de la constitución, desarrollo y funcionamiento 
normal de los organismos vivientes. Esta definición se aplica a todos los organismos 
vivientes. 

Como resultado del análisis de la secuencia del genoma humano, la información 
obtenida más relevante es el catálogo completo de los genes que contiene un individuo. 
Aunque este paso es importante, sólo es el primero, ya que falta conocer el 
transcriptoma, o conjunto de todos los transcritos, y el proteoma, o conjunto de todas las 
proteínas que son el producto de expresión de los genes. Además, falta determinar la 
manera en que se regula este proceso, trabajo que será largo y complejo. 

El mapa del genoma humano determinado de forma molecular se completó en el año 
2000 y en el 2003 se hizo pública la “secuencia final”, término técnico que indica que la 
secuencia de genes es muy precisa (con un posible error cada 10 000 letras) y altamente 
contigua (con espacios remanentes que corresponden a regiones cuya secuencia no puede 
ser resuelta con las técnicas moleculares actuales). La secuencia final cubre alrededor de 
99% de las regiones que contienen al genoma humano, que ha sido secuenciado con alta 
eficiencia en 99.99%. 

Según los datos que se tienen hasta ahora (GENCODE versión 26, octubre 2016), el 
número de genes que codifican proteínas es de 19 817; los genes totales 58 219; aunque 
existen 13 546 con más de un marco de traducción del mensaje; los RNAs no 
codificadores largos más los cortos son unos 23 355 y 14 636 seudogenes. En el cuadro 
33-1 se muestran algunos de los genes más característicos de cada uno de los cro- 
mosomas humanos y algunas enfermedades asociadas con éstos. Tomando como 
referencia la cifra anterior y considerando que el tamaño de la región codificadora y del 
transcrito primario de los genes humanos es de entre 1 400 y 30 000 pares de bases, 
respectivamente, se ha calculado que cuando mucho 40% del genoma se transcribe y 
sólo 8.7% corresponde a secuencias que codifican proteínas. 


Cuadro 33-1. Algunos de los genes más característicos de cada uno de los cromosomas 
humanos y ciertas enfermedades asociadas a los cromosomas 


1 COLMA1: colágeno tipo IV Enfermedad de Alzheimer, cáncer de mama, glaucoma, cáncer de 
F5: factor de coagulación V próstata, enfermedad de Parkinson 
GLCIA: gen para glaucoma 
HPCTI: gen para cáncer de próstata 
PARK?7: enfermedad de Parkinson 


2 COL3A1: colágeno tipo IIL Esclerosis amiotrófica lateral, esclerosis lateral primaria juvenil 
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10 


11 


12 


13 


14 


15 


16 


17 


18 


19 


COLA443: colágeno tipo IV 
COL5A2: colágeno tipo V 
TPO: peroxidasa de tiroides 


PDCDI10: muerte celular 
programada 
ZNF9: proteína en dedos de zinc 


FGFRL1: receptor para factor de 
crecimiento de fibroblastos 
CFl: factor de complemento I 


FGFR4: receptor para factor de 
crecimiento de fibroblastos 
HEXB: hexosaminidasa B 


COL11A2: colágeno tipo XI 
MYO6: miosina VI 

PKHD1: enfermedad hepática y 
riñón poliquístico 


COL1A2: colágeno tipo I 

ELN: elastina 

HS PB1: proteína de choque térmico 
TFR2: receptor de transferrina 


NEFL: polipéptido de 
neurofilamentos 68 kDa 
TG: tiroglobulina 


ALS4: esclerosis lateral amiotrófica 
ASS: argininosuccinato sintetasa 


CDH23: cadherina 
FGFR2: receptor de factor de 
crecimiento de fibroblastos 


HBB: cadena beta de la hemoglobina 
TH: hidroxilasa de tirosina 


COL2A1: colágeno tipo II 
MYO1A: miosina 1A 


BRCA2: cáncer de mama 
RBLI: retinoblastoma 1 


COCH: factor C de coagulación 
HEXA: hexosaminidasa A 
EYCL3: color de ojos 3, cafés (el 


color de ojos es un rasgo poligénico). 


COQT7: biosíntesis de ubiquitina 
TAT: tirosina aminotransferasa 


COL1A1: colágeno, tipo I 
MYO185A: miosina XVA 


FECH: ferroquelatasa 


APOE: apolipoproteína E 
STKI1: serina cinasa/treonina 


Alcaptonuria, distrofia miotónica, porfiria, autismo, ceguera nocturna, 
susceptibilidad a VIH, diabetes, cataratas, intolerancia a sacarosa 


Acondroplasia, cáncer de vejiga, hemofilia C, enfermedad de 
Huntington, enfermedad de Parkinson 


Dependencia a la nicotina, enfermedad de Parkinson, atrofia muscular 
espinal, síndrome de cri du chat 


Enfermedad de orina de miel de maple, enfermedad de Parkinson, 
Porfiria 


Citrulinemia, fibrosis quística, osteogénesis imperfecta 


Hipotiroidismo congénito, deficiencia familiar de lipasa de lipoproteína 


Esclerosis amiotrófica lateral, citrulinemia, galactosemia, púrpura 
trombocitop énica 


Porfiria eritrop oy ética congénita 

p talasemia, cáncer de vejiga, anemia falciforme 

Hipocondrogénesis, enfermedad de Parkinson, tirosinemia, hipocon- 
drogénesis 

Cáncer de mama y vejiga, retinoblastoma 

Hipotiroidismo congénito, enfermedad de Alzheimer 

Síndrome de Angelman, cáncer de mama 

Fiebre mediterránea familiar, tirosinemia 

Cáncer de vejiga y de mama, galactosemia, osteogénesis imp erfecta 
Protoporfiria eritrop oy ética, porfiria 


Enfermedad de Alzheimer, hipotiroidismo congénito, hemocromatosis, 
enfermedad de la orina de jarabe de maple 
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20 


21 


22 


El descubrimiento de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) cambió el 
panorama de cómo se mapeaban los genes y se inició la era de la biologia molecular 
genómica. Los múltiples descubrimientos de las características moleculares del DNA y 
los avances tecnológicos para manipularlo, produjeron un cambio radical en el 
conocimiento del genoma de diversos organismos y, por supuesto, en el del humano. La 
capacidad para sintetizar y analizar moléculas de DNA recombinante, propició el inicio de 
la era de la genética molecular, que en un periodo de tres decenios cambió en su totalidad 


tTG: transglutaminasa tisular 


SOD1: superóxido dismutasa 1 
TMPRSS3: proteasa 
transmembranal, serina 3 


NEFH: polipéptido pesado de 
neurofilamento. 


PGK: fosfoguanosina cinasa 
G6PD: glucosa-6-fosfato 
deshidrogenasa 

HPRT: hipoxantina fosforribosil 
transferasa 


AZFI: factor de azoospermia 1 
SRY: región determinante del sexo 
TDF: factor determinante del 
testículo 


Enfermedad celíaca, encefalopatia espongiforme transmisible 
Enfermedad de Alzheimer, esclerosis lateral amiotrófica, sindrome de 
Down, homocistinuria 


Esclerosis lateral amiotrófica, cáncer de mama, autismo 


Síndrome de Klinefelter, sindrome de Turner, síndrome de triple X 


Síndrome de Turner (asociado a la falta de cromosoma Y) 


el panorama y en 2003 permitió completar el mapa del genoma humano. 
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Proyecto del genoma humano 


El proyecto del Genoma Humano se refiere a la serie de estudios a través de los cuales se 
logró determinar la secuencia de bases de una célula humana diploide, que contiene al- 


rededor de 6 x 10? bases nitrogenadas, para tratar de identificar todos los genes presentes 
en dicha secuencia y así explicar su función en la salud y en la enfermedad. En 1988 se 
estableció la Organización del Genoma Humano (HUGO, por sus siglas en inglés) con la 
participación de diferentes países: EUA, Reino Unido, Francia, Alemania, China y Japón, 
entre otros. El proyecto comenzó de manera oficial en 1990 con la expectativa de 
terminarse en 15 años; sin embargo, gracias a la cooperación internacional, a los avances 
en los métodos de secuenciación y de manera importante a la tecnología computacional, 
en el año 2000 se publicó una secuencia preliminar del genoma (92%). 

En el año 2004, los investigadores de HUGO anunciaron que una nueva estimación del 
número probable de genes en el genoma humano oscilaba entre 20 y 25 mil en total, 
contra el número inicial del proyecto de alrededor de 40 a 100 mil genes. 

El Proyecto del Genoma Humano planteó una serie de objetivos, entre los que se 
incluía el desarrollo de nuevas tecnologías y herramientas para la secuenciación, así 
como la creación de bases de datos y programas de computación para el análisis de 
secuencias. Otro objetivo fue el estudio de las implicaciones éticas, legales y sociales que 
tendría la generación de este conocimiento. 
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Método de secuenciación 


El método clásico de Sanger, conocido también como método didesoxi, requiere de una 
cadena monofilar de DNA que sirve como molde o primer que facilita el inicio del 
proceso de replicación de DNA, así como de DNA polimerasa para agregar los 
nucleótidos de acuerdo con la secuencia del molde, nucleótidos normales marcados con 
fluorescencia o radiactividad y nucleótidos modificados (didesoxinucleótidos) que 
terminen el proceso de elongación del DNA. La muestra que se va a secuenciar se divide 
en cuatro lotes para desarrollar reacciones paralelas, y a cada uno se le agrega una 
mezcla de los cuatro nucleótidos normales, la DNA-polimerasa, y uno de los 4 nucle- 
ótidos modificados. Como éstos carecen de un grupo hidroxilo en posición 3”, al ser 
incorporados en la cadena, impiden la adición de más nucleótidos y el crecimiento de la 
cadena se detiene (figura 33-1). Debido a que los nucleótidos normales entran en 
competencia con los didesoxinucleótidos, el resultado final es una mezcla de cadenas de 
DNA con diferentes longitudes que son separadas por electroforesis en gel, y reveladas 
por medio de una autorradiografía o luz UV. Cada una de las cuatro reacciones realizadas 
se corre en un carril diferente y al final se puede observar un conjunto de cadenas que 
difieren entre sí sólo por un nucleótido de longitud, indicando de forma indirecta la base 
que se encuentra en la posición terminal de cada cadena (figura 33-2). La modificación de 
la técnica, empleando colorantes fluorecentes (dye-terminator sequencing), permite la 
secuenciación en una sola reacción y su determinación en electroforesis capilar con 
detección de cada base de manera continua. Esta modificación permitió la construcción 
de robots capaces de secuenciar una mega base por semana. 

Hoy en día se emplean diferentes sistemas para secuenciación masiva que han reducido 
el tiempo y costo de la obtención de la información, uno de los sistemas más 
prometedores emplea una combinación de diversas tecnologías por la compañía Pacific 
Bioscience (PacBio) que utiliza nanoporos en los cuales se sintetiza la cadena 
complementaria con una DNA polimerasa, liberando fluorocromos específicos para cada 
base incorporada, la luz se detecta por microscopia confocal y permite la secuenciación 
continua de cadenas de 5 a 8 kpb de longitud en promedio, facilitando el ensamble de las 
secuencias de manera simple y reduciendo el tiempo y los costos a cerca de mil dólares 
por genoma por hora (cuadro 33-2 y 33-3). 
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Nucleótido normal: 
desoxinucleótido Nucleótido modificado: 
didesoxinucleótido 


La cadena crece agregando un nuevo Al agregar un didesoxinucleótido se 
nucleótido al extremo OH 3' libre detiene el crecimiento por falta de 
extremo OH 3" libre 


pa 


Figura 33-1. Bases bioquímicas del método de secuenciación de Sanger. 
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Cadena a secuenciar GCTTCAG 
O Cebador marcado Pio 


+DNA polimerasa: 
+Nucleótidos anormales: ACTG 


+Desoxinucleótidos: ACTG 
+didesoxiATP +didesoxiCTP +didesoxiTTP +didesoxGTP 
GCTTCAG GCTTCAG GCTTCAG GCTTCAG 
ii] CGA e Es] OGAAGT fsi ce 
O GCTTCAG GCTTCAG GCTTCAG GCTTCAG 
Eos] CGAA Ett] CGAAGTO [isis] CGAAGTO — [30.0] CGAAC 
GCTTCAG GCTTCAG GCTTCAG 


y No. denucleótidos 
en el fragmento 


C 


D > > 0 4 


C 
Secuencia complementaria 
a la secuencia desconocida 


Figura 33-2. Secuenciación por el método didesoxi. 1) Incubación del DNA de secuencia desconocida con 
desoxinucleótidos y didesoxinucleótidos. 2) Productos obtenidos de la reacción de la polimerasa. 3) Visualización 
de los productos por electroforesis y deducción de la secuencia de la cadena complementaria a la que se buscaba. 
En el carril correspondiente a la didesoxicitidina se observa una banda más intensa que el resto, esto se debe a que 

aquí se obtienen dos heptanucleótidos: uno con didesoxiCTP y otro con CTP normal. 


Cuadro 33-2. Principales hitos en la secuenciación del DNA 


1953 Descubrimiento de la estructura tridimensional del DNA 


1954 Determinación del primer mapa físico del genoma humano: nuevas técnicas de tinción permitieron determinar que una 
célula humana contiene 46 cromosomas de 24 tipos diferentes 
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1977 Maxam y Gilbert publican el método para determinar la se- cuencia del DNA por modificación y degradación química. 
Sanger publica el método didesoxi para secuenciar, que aún es la base de la secuenciación 


1981 Se publica la secuencia completa del DNA mitocondrial humano 
1984 Secuencia completa del genoma del virus de Epstein-Barr (170 kbp) 
1985 Desarrollo de la técnica de PCR, para replicar pequeñas cantidades de DNA 
1986 Se anuncia el primer aparato que permite la secuenciación automática de pequeños fragmentos de DNA 
1988 Los Institutos Nacionales de Salud de EUA (NIH) crean el Centro Nacional para el estudio del Genoma Humano 
Se estableció la Organización del Genoma Humano (HUGO) para coordinar los esfuerzos internacionales y el 
intercambio de recursos para la secuenciación total del genoma humano 
1990 Los institutos Nacionales de Salud de EUA comienzan proyectos de secuenciacióna a gran escala con Mycoplasma 
caprolicum, Escherichia coli, Caenorhabditis elegans y Sacharomyces cerevisiae 
Se lanza de manera oficial el Proyecto del Genoma Humano con un presupuesto de 3 mil millones de dólares para EUA 


1991 Se establece la Genome Database (GDB) para almacenar los datos de la secuenciación del Genoma Humano 


1995 Se publica la secuencia del primer organismo de vida libre: 
Haemophilus influenzae (1.8 Mb) 


1996 El Consorcio Internacional libera la secuencia del genoma de S. cerevisiae (12.1 Mb) 

1997 Se publica la secuencia completa de E. coli (5 Mb) 

1998 Se completa la secuencia de C. elegans (97 Mb) 

1999 El Consorcio Internacional publica la primera secuencia completa del cromosoma 22 humano 

2000 Celera Genomics anuncia la secuencia de D. melanogaster (180 kbp), obtenida con el método de escopetazo de genoma 
completo 

Se anuncian los borradores de la secuencia del Genoma Humano obtenidos por el Consorcio Internacional y Celera 

Genomics 


El Consorcio Internacional completa la primera secuencia de una planta: Arabidopsis thaliana (125 Mb) 


2001 El Consorcio Internacional publica el borrador de la Secuencia del Genoma Humano en Nature, mientras que Celera lo hace 
en Science 


2002 Se da por concluida la secuenciación del genoma humano 


2006 Se publica finalmente la secuencia del último cromosoma 


Cuadro 33-3. Ejemplos de genomas secuenciados 


Archaeoglobus Termófilo acuático anaerobio  Biotecnológica 2178 2 436 1997 

fulgidus 

Halobacterium sp. Halófilo acuático aerobio y Biotecnológica 257 2630 2000 
heterótrofo 
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Haloarcula 
marismortui 


Methanococcus 
maripaludis 


Pyrococcus furiosus 


Halófilo acuático aerobio 
Metanógeno 
hidrogenotrófico anaeróbico 


Hipertermófilo, metaboliza 
polisacáridos y péptidos 


Biotecnológica 
Biotecnológica y producción de 
energía 


Biotecnológica y diversidad 
metabólica 


3419 


1661 


1908 


3407 


1722 


2 065 


2004 


2004 


1999 


Bacillus anthracis 


Bacillus subtilis 


Bradyrhizobium 
japonicum 


Carsonella ruddii 
Chlamydia 
trachomatis 
Clostridium tetani 
Deinococcus 
radiodurans 
Escherichia coli K12 
Helicobacter pylori 
Mycobacterium 
leprae 


Mycobacterium 
tuberculosis 


Mycoplasma 
genitalium 


Pseudomonas 
aeruginosa 


Salmonella 
typhimurium 


Staphylococcus 
aureus 


Treponema pallidum 


Vibrio cholerae 
Anopheles gambiae 


Arabidopsis thaliana 


Bacilo Gram +, formador de 
endosporas 


Bacilo Gram +, causante de 
descomposición de 
alimentos 

Bacteria nitrificante 
formadora de nódulos en 
leguminosas 

Proteobacteria 

Cocoide Gram -, parásito 


intra- celular 


Bacilo anaerobio Gram +, 
fromador de endosporas 


Coco Gram -, células en 
tétradas 


Enterobacteria Gram - 


Espirobacilo Gram -, entero- 
bacteria patógena 


Bacilos curvos, formadores 
de filamentos, patógeno 


Bacteria patógena 
Bacteria patógena 
Bacilo Gram -, patógeno 


oportunista 


Bacilo Gram -, 
enterobacteria patógena 


Coco Gram +, patógeno en 
humanos 


Espiroqueta Gram -, 
patógeno en humanos 


Vibrión Gram - 
Mosquito 


Mostaza silvestre 


Causa carbunco o ántrax 


Organismo modelo 


Bacteria con uno de los genomas 
más grandes 


Bacteria con un genoma muy 
pequeño 


Causa tracoma, principal causa de 
ceguera 


Causa tétanos en humanos 
Organismo más resistente a la 
radiación 

Organismo modelo 


Causa gastritis y úlceras pépticas 
en humanos 


Causa lepra en humanos 
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Mapa del genoma humano 


El genoma humano es complejo y a lo largo de años de estudio se han logrado descubrir 
algunas características específicas en la secuencia del DNA que son particulares en cada 
individuo, por lo que pueden ser útiles para la identificación de una persona, un grupo de 
parientes o de poblaciones con características similares. 


Haplotipos 


Un haplotipo es la constitución genética de un cromosoma. Se puede referir a un solo 
locus o a un genoma completo. En el caso de organismos diploides como los humanos, el 
haplotipo comprende un miembro del par de alelos para cada locus, uno en cada 
cromosoma homólogo. 

Otro significado de haplotipo se refiere a un grupo de polimorfismos de un solo 
nucleótido (SNP, por sus siglas en inglés) en una sola cromátida que están asociados de 
cerca. Se cree que estas asociaciones y la identificación de unos pocos alelos de un 
conjunto de haplotipos pueden identificarse de manera precis a e inequívoca de todos los 
otros sitios polimórficos de esa región. Esta información es esencial en la investigación de 
enfermedades genéticas que no son comunes. 

Los haplotipos en el genoma humano se han producido por los mecanismos 
moleculares de la reproducción sexual y la historia evolutiva de la especie. Con excepción 
de las células sexuales, los cromosomas en las células humanas se encuentran por pares, 
que se denominan homólogos, uno proveniente del padre y otro de la madre. Estos 
cromosomas no pasan de generación en generación como copias idénticas, ya que 
durante la gametogénesis intercambian material genético a través de la recombinación. De 
esta manera, los cromosomas que portará el hijo, producto de la fecundación contendrán 
una nueva mezcla de genes. 

A través de muchas generaciones, los segmentos de cromosomas ancestrales en una 
población que ha tenido cruzas entre sí, se han mezclado a través de repetidos eventos 
de recombinación. Algunos segmentos de los cromosomas ancestrales ocurren como 
regiones de secuencias de DNA que son compartidas por muchos individuos. Estos 
segmentos son regiones de cromosomas que por su cercanía no han sido separadas por 
las múltiples recombinaciones, y a su vez quedan separadas por segmentos de DNA 
donde sí han ocurrido recombinaciones. 


Polimorfismos de un solo nucleótido (SNP) 


El término SNP se refiere a polimorfismos de un solo nucleótido, (SNP; por sus siglas en 
inglés, single nucleotide polymorphism). Son secuencias variables de DNA que ocurren 
cuando un solo nucleótido en la secuencia del genoma es alterado. Por ejemplo, un SNP 
puede cambiar la secuencia del DNA AAGGCTAA a ATGGCTAA. Para que una 
variación sea considerada como SNP, debe ocurrir al menos en 1% de la población. En 
algunas ocasiones, pueden alcanzar hasta 90% de toda la variación genética de los 


booksmedicos.org 


humanos, ya que ocurre de cada 100 a 300 bases a lo largo de los 3 mil millones que 
constituyen el genoma humano. Dos de cada tres SNP implican el cambio de citosina (C) 
por timina (T). Pueden presentarse tanto en regiones del genoma que codifican genes, 
como en aquellas que no lo hacen. Así, algunos SNP no tienen efecto en las funciones 
celulares, pero otros pueden predisponer a las personas a presentar enfermedades, o 
influir en la respuesta a algunos medicamentos. 

Aunque más de 99% de la secuencia del DNA es la misma en la población humana, sus 
variaciones pueden tener mayor impacto en la manera en que los individuos responden a 
las enfermedades, a las agresiones del ambiente, como exposición a bacterias, virus, 
toxinas, agentes químicos, medicamentos y a otro tipo de terapias como radiaciones. Esto 
hace que los SNP sean muy importantes para la investigación biomédica y para el 
desarrollo de fármacos o diagnósticos médicos. Los SNP son de manera evolutiva 
estables por lo que no cambian mucho de generación en generación, lo que los hace 
fáciles de seguir en estudios poblacionales. Debido a esto, el análisis de SNP ayuda a 
identificar múltiples genes asociados con enfermedades complejas como el cáncer, 
diabetes, enfermedades vasculares y algunas formas de enfermedades mentales. 

Los SNP por sí mismos no causan enfermedades, pero pueden ayudar a determinar la 
posibilidad de que alguien desarrolle una enfermedad particular. Por ejemplo, el gen de la 
apolipoproteína E se ha asociado con la enfermedad de Alzheimer, y es un buen ejemplo 
de cómo los SNP afectan el desarrollo del padecimiento. Este gen contiene dos SNP que 
resultan en tres posibles alelos para este gen (ApoE): E2, E3 y E4; cada uno difiere en 
una sola base y la proteína resultante de cada gen difiere en un solo aminoácido. 

Cada individuo hereda una copia materna y una paterna del gen ApoE. Las 
investigaciones han mostrado que un individuo que hereda al menos un alelo E4, tiene 
más probabilidad de padecer la enfermedad de Alzheimer. En apariencia, el cambio de un 
aminoácido en la proteína E4 altera su estructura y función de manera suficiente para 
desarrollar la enfermedad. Por otra parte, los individuos que heredan el alelo E2 tienen 
menor probabilidad de padecerla. 

Los SNP no son indicadores absolutos del desarrollo de la enfermedad. Un individuo 
que hereda dos alelos E4 puede no presentar la enfermedad de Alzheimer, mientras que 
otro que hereda los alelos E2 sí, ya que ApoE es sólo uno de los posibles genes asociados 
con esta enfermedad. La mayoría de los trastornos crónicos más comunes, como 
enfermedades del corazón, diabetes o cáncer, son patologías que pueden ser causadas 
por variaciones en diversos genes. 


Minisatélites 

Un minisatélite es una sección de DNA que consiste en una serie corta de 10 a 100 pares 
de bases, que se encuentran en más de 1000 sitios en el genoma humano. Consisten en 
regiones con un número variable de repeticiones de nucleótidos en tándem (VNTR, por 
sus siglas en inglés). Cada segmento polimórfico posee una secuencia básica en común 
con otras VNTR, así como secuencias que le son específicas. La variabilidad de los 
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VNTR se refleja en el hecho de que las secuencias reconocidas por las enzimas de 
restricción varían en el genoma, por la presencia de mutaciones heredadas o adquiridas. 
Esto genera o elimina sitios de restricción originando fragmentos de DNA de diferente 
tamaño o número. A las variaciones en los sitios de restricción se les conocen como 
fragmentos de restricción de longitud polimórfica (RFLP). 

La huella genética del DNA consiste en la tipificación de un individuo y se basa en la 
presencia de minisatélites en el genoma. Las regiones de minisatélites que se utilizan con 
estos métodos son los VNTR que se encuentran entre los sitios de restricción. Éstos se 
cortan con enzimas de restricción que dejan intactos los minisatélites, se separan por 
electroforesis e hibridan con una sonda de una secuencia repetida compartida por 
diferentes polimorfismos. De este modo se obtiene un patrón electroforético que es único 
para cada individuo y sirve a manera de huella digital. Es poco probable que dos 
humanos no emparentados tengan el mismo número de minisatélites en un locus dado; 
sólo los gemelos idénticos muestran un patrón indistinguible. Por sus características, este 
método se utiliza en pruebas de paternidad y genética forense. 
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Expresión del genoma humano 


La expresión del material genético y su regulación forman parte de lo que se conoce 
como transcriptoma, proteoma y epigenoma. 


Transcriptoma 


Un gen está constituido por una secuencia de bases que determina como producto final la 
estructura de una proteína (figura 33-3). Cada gen presenta secuencias llamadas exones, 
que portan regiones codificadoras que alternan con regiones no codificadoras llamadas 
intrones. Para que el código que se encuentra contenido en el DNA se traduzca en una 
proteína, se requiere pasar por varios procesos; el primero es la transcripción, donde a 
partir del DNA se sintetiza el mRNA; el segundo es la traducción que utiliza los 
aminoácidos codificados en el mRNA para producir una proteína. El concepto aceptado 
hace varios años, que dice que un gen produce una proteína, ya no es válido; hoy en día 
se sabe que un solo gen puede producir numerosos mRNA, por medio de un proceso 
conocido como remoción alternativa de intrones (alternative splicing). A través de este 
mecanismo algunos genes originan sólo un tipo de mRNA, pero otros tienen la capacidad 
de producir centenas, como la familia de las neurexinas, en donde dos genes pueden ge- 
nerar miles de mRNA distintos entre sí. La remoción alternativa de intrones genera gran 
variabilidad de mRNA, que en conjunto, constituyen el transcriptoma. En consecuencia, 
el transcriptoma de una célula posee alto potencial de especificar una amplia diversidad 
de proteínas que determinan, en parte, su función y su diferenciación. 
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Figura 33-3. Se representa al gen con exones, a partir del cual se sintetizan varios mRNA por remoción 
alternativa de intrones, y por el proceso de traducción se producen diversas proteínas. 


Proteoma 


Se conoce como proteoma al complemento proteínico total producido por el genoma de 
un organismo o de una célula. Su complejidad es grande si se considera que en la especie 
humana hay más de 20 000 genes, y que cada transcrito de mRNA puede sufrir un 
procesamiento alternativo y, a su vez, cada proteína puede tener modificaciones 
postraduccionales. Es posible, por tanto, que el proteoma de cada individuo tenga una 
complejidad de dos a tres órdenes de magnitud superior a la del genoma. De hecho, se 
estima que el proteoma completo de la especie humana podría estar constituido por más 
de 100 mil cadenas polipeptídicas. 

El conocimiento del proteoma constituye uno de los desafíos más importantes de la era 
posgenómica. El análisis de la variabilidad de las proteínas está cobrando cada vez mayor 
interés, debido a que está asociada tanto al funcionamiento normal del organismo como a 
muchas de sus patologías. En resumen, la proteómica comprende el análisis de este 
conjunto de proteínas, desde una perspectiva funcional, que incluye localización, 
modificaciones e interacciones con otras moléculas, en células de tejidos sanos o con 
alguna patología. 


Epigenoma 
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La epigenética se refiere a las modificaciones heredables que se presentan en la expresión 
de un gen, pero que no involucran cambios en la secuencia del DNA. Estas 
modificaciones se presentan tanto en el DNA, por ejemplo, la metilación de esta 
molécula que ocurre en el carbón 5 de la citosina en las regiones ricas en secuencias 
repetidas de dinucleótidos CpG, como en proteínas de la cromatina, como el caso de las 
histonas que sufren modificaciones postraduccionales como la fosforilación y la 
acetilación (figura 33-4). Ambos eventos influyen en el empaquetamiento del DNA, y en 
consecuencia en la accesibilidad que tiene la maquinaria transcripcional de un 
determinado gen, para que éste pueda expresarse. 
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Figura 33-4. A) Se representa a la RNA polimerasa llevando a cabo el proceso de transcripción. B) El promotor 
se encuentra metilado y la polimerasa pierde accesibilidad, por lo cual no ocurre el proceso de transcripción. La 
metilación inhibe la expresión génica. 


El epigenoma consiste en la totalidad de cambios epigenéticos que distinguen a un tipo 
celular específico. Se ha demostrado que los factores ambientales inducen cambios 
epigenéticos que permiten que cada individuo se adapte a las diferentes etapas de su vida 
y que a largo plazo, puedan tener efectos en la expresión génica cambiando la 
susceptibilidad a presentar enfermedades. 

Debido a que los transcritos y las proteínas son determinantes del proceso de 
enfermedad, la importancia del conocimiento del transcriptoma, del proteoma y del 
epigenoma, es de manera potencial más relevante que la del genoma en sí mismo. A 
continuación, se describen algunas de los métodos más relevantes que han sido utilizados 
en el estudio de los genes, su composición, regulación, función y las interacciones de sus 
productos. 
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Métodos para el estudio del genoma humano 


Secuenciación del DNA 


La secuenciación del DNA es un método que detecta mutaciones relacionadas con 
enfermedades y polimorfismos. Provee resultados directos con alta sensibilidad, aunque 
el tiempo invertido y el costo para realizarla la hacen poco práctica para analizar genomas 
completos, por lo que sólo se aplica al estudio de genes específicos. 

La eficiencia que tiene este método ha permitido estudiar la secuencia de nucleótidos 
de las cinasas en diversos tipos de cáncer, las cuales con frecuencia se activan por 
mutación en las células de los pacientes con esta enfermedad. El conocimiento de estas 
mutaciones ha llevado a plantear nuevos métodos terapéuticos, basados en el diseño de 
moléculas inhibitorias que se unen a las cinasas en sitios específicos y las inactivan. 


Análisis de perfiles de expresión 


La variedad de transcritos sintetizados por una célula constituye su perfil de expresión, el 
cual es útil para describir un tejido que presenta una determinada enfermedad, para así 
encontrar nuevas moléculas blanco y diseñar tratamientos específicos. La expresión 
génica de una célula se modifica por la adquisición de mutaciones en su secuencia de 
DNA, por la manera en que responde a los retos y estímulos del medio en que se 
encuentra, y por los cambios epigenéticos que sufre. Para analizar el perfil de expresión a 
alta escala se cuenta con diversos métodos, entre los cuales destacan el análisis en serie 
de la expresión génica y los microarreglos de oligonucleótidos. 


Análisis en serie de la expresión génica 

Este método determina la expresión del total de transcritos de una muestra celular, es 
decir, analiza su transcriptoma. Se extrae el mRNA total de una muestra y se sintetiza el 
cDNA. A partir de la región 3” del cDNA se extraen secuencias cortas que funcionan a 
manera de marcadores o etiquetas (tags) y que cuentan con la información suficiente 
para identificar un transcrito. Se obtienen más marcadores y se unen o concatenan entre 
sí, se clonan y se secuencian (alrededor de 1 000 marcadores por gel de secuenciación). 
A continuación, se identifican y cuantifican los transcritos que se expresan en la muestra 
estudiada. La abundancia de un fragmento en la secuencia refleja la abundancia del 
mRNA en el tejido analizado. 

Aunque este método es laborioso y por tanto aplicable a pocas muestras, permite 
realizar un análisis a profundidad. De hecho, una de sus mayores ventajas es que detecta 
y cuantifica los transcritos, aunque éstos aún sean desconocidos o no se hayan asociado 
con la enfermedad. A través del análisis serial de la expresión génica se detectó que la 
PRL-3 tirosina fosfatasa está involucrada con el cáncer de colon metastático. Esta 
observación había pasado inadvertida, debido a que este gen no estaba incluido en los 
microarreglos para análisis de expresión disponibles de forma comercial. 
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Microarreglos 


Los microarreglos (microarrays) para análisis de expresión, incluyen miles de 
oligonucleótidos de DNA o cDNA que se colocan en puntos a lo largo de una lámina de 
cristal; también se pueden obtener a través de la síntesis de oligonucleótidos in situ. A 
estos últimos se les conoce como chips génicos. Este método permite el análisis de 
expresión de miles de genes de forma simultánea y se basa en la hibridación del cDNA, 
sintetizado a partir del mRNA obtenido de una muestra problema, con los 
oligonucleótidos del microarreglo. Para detectar los niveles de expresión de una muestra 
existen dos posibilidades: a) en los microarreglos con puntos el cDNA se marca con un 
fluorocromo, b) en los chips, el cDNA se convierte en cRNA, se marca con biotina y se 
detecta con avidina conjugada con un fluorocromo. La intensidad de hibridación y 
fluorescencia es proporcional a la cantidad de cDNA o cRNA presente, que a su vez 
refleja la abundancia del mRNA de la muestra analizada. 

Si se desea comparar la expresión génica diferencial entre dos muestras, por ejemplo, 
células cancerosas y su contraparte normal, se utilizan dos fluorocromos diferentes. Se 
cohibridan el cDNA de la muestra problema (en color rojo) y el de la muestra de 
referencia (en color verde). Se evalúa la proporción que existe entre la intensidad de 
ambos fluorocromos; si existe expresión similar en ambas muestras para un determinado 
gen ésta se detectará en color amarillo; ante la presencia de mayor expresión en la 
muestra problema la fluorescencia será color rojo; en contraste, si se presenta 
decremento en la expresión de un gen, la fluorescencia será color verde. De esta manera 
se puede obtener una medida relativa de la expresión de las muestras. Este método ha 
tenido una gran diversidad de aplicaciones que se comentarán más adelante a partir de 
algunos ejemplos específicos. 

Otra aplicación del método de microarreglos de DNA es la genotipificación, en donde 
se analizan matrices de SNP para identificar variaciones en individuos o en poblaciones. 
Estos polimorfismos pueden estar asociados al desarrollo de enfermedades o a la 
respuesta a medicamentos y el análisis por microarreglos constituye una estrategia de 
rastreo rápido de estos cambios. Esta variante del método también es útil para identificar 
mutaciones, pérdida de heterocigosidad, amplificaciones génicas y deleciones de regiones 
de DNA en el genoma de individuos afectados. 


Análisis de metilación del promotor de un gen 


Las modificaciones epigenéticas de tipo metilación que presenta un alelo en las regiones 
ricas en dinucleótidos CpG, se pueden distinguir por alteraciones en su secuencia de 
DNA después de que dicha molécula ha sido tratada con bisulfito. El bisulfito convierte 
sólo las citosinas no metiladas en uracilos. A continuación, se lleva a cabo una reacción 
de PCR utilizando cebadores específicos para las secuencias correspondientes, tanto en 
el caso de que éstas estuvieran metiladas, como no metiladas. Los productos se separan 
por electroforesis y se discrimina la presencia o ausencia de metilación por diferencias en 
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el corrimiento electroforético. Los resultados se validan por secuenciación de los 
productos. Métodos recientes, empleando síntesis de DNA que liberan fluorocromos en 
el tercer fosfato han permitido la secuencia directa de varias formas de modoficación 
epigenética sin necesidad de modificaciones previas en las bases en cuestión, lo cual 
permite una amplia definición del estado de modificación epigenético del genoma total. 


1292 
booksmedicos.org 


Aplicaciones del estudio del genoma humano en 
medicina 


Las enfermedades genéticas constituyen un espectro que comprende desde las que son 
mendelianas y que se consideran “simples”, por tener una alta probabilidad de expresión, 
hasta las “complejas”, que son multifactoriales y en las que cada gen que participa 
desempeña un papel con capacidad reducida. La genética humana estudia genes aislados, 
enfermedades monogénicas; en contraste, la medicina genómica estudia al genoma 
entero, profundizando en el aspecto funcional, por lo que abunda en las interacciones 
químicas y en los procesos celulares que controlan la expresión de los genes. 

La medicina genómica identifica y analiza los genes susceptibles a desarrollar 
enfermedades comunes. Las probabilidades de presentar o no una enfermedad, se basan 
en las diferencias que existen en las secuencias génicas entre los individuos y en la 
presencia de factores ambientales que influyen para que dichos genes se manifiesten o 
no. El conocimiento de los genes asociados con una enfermedad confiere la posibilidad 
de desarrollar medicina preventiva, nuevos métodos de diagnóstico y de evaluación de la 
enfermedad a lo largo de sus diversas etapas, así como nuevos agentes y estrategias 
terapéuticas más efectivas y menos nocivas para el paciente. A continuación, se 
comentan algunos ejemplos de las aplicaciones del análisis del genoma en diversas 
enfermedades. 
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Farmacogenómica 


Hace mucho tiempo los médicos intuyeron diferencias entre los individuos en la 
respuesta al tratamiento con diversos fármacos. Por ejemplo, en la segunda Guerra 
Mundial se utilizó primaquina como agente profiláctico contra la malaria, y se observó 
que los soldados afroamericanos desarrollaron anemia hemolítica por efecto del 
tratamiento. A continuación, se determinó que la razón por la cual desarrollaron la 
enfermedad se debió a que existe variabilidad entre razas en la actividad de la glucosa-6- 
fosfato deshidrogenasa, que participa en el metabolismo del fármaco. Las diferencias del 
metabolismo de fármacos que existen entre individuos y razas son estudiadas por la 
farmacogenética. Hoy en día, la toxicidad, la sensibilidad y la resistencia a fármacos son 
fenómenos reconocidos; la disciplina que estudia sus causas genéticas a través del análisis 
de los sistemas de absorción, transporte, distribución, metabolismo y excreción es la 
farmacogenómica. Con base en esto, la farmacogenómica permite asesorar en la 
selección del fármaco y en la dosis adecuada para cada paciente, partiendo del 
conocimiento de las variantes alélicas presentes en cada individuo, asociadas con los 
diversos efectos biológicos del fármaco, como se verá en los siguientes ejemplos. 


Receptores de fármacos 


Existen polimorfismos asociados con genes que codifican receptores; por ejemplo, el 
caso del receptor de opioides mu en la posición 118. La variante proteínica que se 
obtiene es tres veces más potente en su interacción con la P-endorfina que con respecto 
al alelo silvestre. Esta variante se presenta en pacientes con mayor susceptibilidad y 
respuesta a este fármaco, así como en individuos con predisposición a presentar 
adicciones a drogas. 


Transportadores de fármacos 


Las proteínas transportadoras se encuentran involucradas en la absorción, distribución y 
excreción de diversas toxinas y medicamentos. Un ejemplo es la proteína de resistencia a 
múltiples fármacos que está codificada por el gen MDR1, que se encarga del transporte 
de diversas sustancias a través de la membrana, entre las que se encuentran los fármacos 
utilizados en el tratamiento del cáncer. Se han identificado algunos polimorfismos 
asociados con la disminución en su expresión que modifican la sensibilidad a diversos 
agentes quimioterapéuticos. 


Enzimas que participan en el metabolismo de fármacos 


El citocromo P450 es un complejo constituido por un grupo de enzimas que participan en 
el metabolismo de fármacos y de la mayoría de los medicamentos usados en medicina 
que se distribuye en diversos tejidos, aunque predomina en el hepático y es inducibles 
por factores ambientales. Dentro del complejo, la actividad de las enzimas CYP 1A2, 
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2C9, 2C19, 2D6, 2E1 y 3A4 está determinada por el grado de expresión de sus 
respectivos genes. Un ejemplo es el polimorfismo del gen CYP2D6 en el metabolismo de 
la codeína para transformarla en morfina. Alrededor de 10% de los pacientes que utilizan 
la codeína como terapia analgésica presentan polimorfismos del gen que impiden el 
funcionamiento del CYP2D6 por lo que los niveles esperados de morfina se encuentran 
en bajas cantidades o no se detectan, por lo que estos pacientes no muestran el efecto 
analgésico esperado. En contraste, hay polimorfismos en CYP2D6 que confieren un 
metabolismo rápido de la codeína, produciendo niveles anormales altos de morfina con 
los consecuentes efectos secundarios que produce este analgésico. 

Cuando se presentan mutaciones homocigotas en el CYP2C19, los pacientes muestran 
alta sensibilidad a los sustratos de esta enzima, como son el diazepam, el omeprazol y el 
propanolol, entre otros, por lo que se requiere identificar el polimorfismo de estos 
pacientes con la finalidad de administrar la dosis adecuada, alcanzar los niveles 
terapéuticos en sangre y evitar la toxicidad. 

La enzima CYP246 participa en la inactivación de la nicotina a cotinina. En la 
población fumadora se presentan con baja incidencia dos alelos variantes de dicho gen 
que son inactivos, CYP246*2 y CYP2A46*3. Los consumidores de tabaco que tienen 
metabolismo deficiente, y aun los que son heterocigotos para las formas inactivas del 
gen, necesitan disminuir el consumo de cigarros. Se ha tratado de reproducir el efecto del 
gen inactivo utilizando tranilcipromina y metoxalen que bloquean a la CYP246; lo que ha 
disminuido el consumo de cigarros. 

Otra enzima importante es la tiopurin-S-metiltransferasa que metaboliza agentes como 
la mercaptopurina y la azatiopurina, que son utilizados como inmunosupresores y en el 
tratamiento de neoplasias. Su función consiste en inactivar dichos agentes de preferencia 
en tejido hematopoyético. Cuando hay deficiencia de esta enzima se acumulan en exceso 
nucleótidos de tioguanina activos que causan toxicidad en las células sanguíneas. 

Por otro lado, el empleo de los SNPs como marcadores ha permitido abordar diversos 
problemas en el diagnóstico de las enfermedades, como se muestra a continuación: 


a) La clasificación y el diagnóstico de las leucemias requiere de una labor intensa de 
laboratorios con diferentes especialidades, como es la caracterización del 
inmunofenotipo, el análisis citogenético y los estudios moleculares. Los ensayos con 
microarreglos han detectado perfiles de expresión que distinguen los subtipos 
celulares B o T de los linfoblastos leucémicos, como un patrón asociado con las 
principales alteraciones citogenéticas y moleculares con valor en el pronóstico de 
estos pacientes. Como resultado, el estudio de microarreglos ha permitido estratificar 
a los pacientes en seis grupos basados sólo en el perfil de expresión de sus blastos 
leucémicos: pacientes con leucemia de células T, con hiperdiploidía mayor a los 50 
cromosomas, con alguna de las fusiones génicas características de esta enfermedad 
que son la E2A-PBX1, BCR-ABL, TEL-AML1 o con alteraciones del gen MLL, 
permitiendo establecer tratamientos adecuados. 

b) La ubicación de cada paciente en un grupo con un pronóstico definido, se asocia con 
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la respuesta al tratamiento. En diferentes estudios se ha logrado detectar la asociación 
de diversos genes, evitando el riesgo de presentar eventos adversos como recaídas o 
resistencia al tratamiento con quimioterapia. 

c) El desarrollo de neoplasias secundarias como secuela del tratamiento antileucémico. 
Los análisis de microarreglos han sugerido la posibilidad de detectar, incluso desde el 
momento del diagnóstico, a aquellos pacientes con predisposición a presentar un 
segundo cáncer a mediano o largo plazo; aunque este hallazgo puede ser importante, 
se requiere llevar a cabo estudios prospectivos para confirmarlo. 

d) La identificación de nuevas moléculas asociadas con la enfermedad sirven como 
marcadores para seguir la evolución de la misma, o bien, pueden funcionar como 
blancos terapéuticos en el diseño de agentes específicos de tratamiento antileucémico. 
En un estudio realizado en niños con leucemia linfoblástica aguda de células T, se 
analizaron los perfiles de expresión de pacientes con alteraciones en genes conocidos 
que se sobre-expresan en esta enfermedad (HOX11, TAL1, LYLI, LMOI LMO2) 
como efecto de la presencia de alteraciones citogenéticas y moleculares. El análisis de 
microarreglos determinó la presencia de un nuevo perfil de expresión específico, que 
ayudó a identificar al gen HOXTIL2 que no se había relacionado antes con este tipo 
de leucemia. Este gen también incrementa su expresión y hoy en día se considera un 
marcador de la enfermedad útil en el seguimiento con valor en el pronóstico. Con el 
mismo método, se detectó que la expresión del gen de la CASPSAP2 (proteína 2 
asociada a la caspasa 8), que codifica un mediador clave de apoptosis, se asocia con 
la presencia de enfermedad residual en niños con leucemia linfoblástica aguda. Este 
término se refiere a la persistencia de un número pequeño de células aún después de 
recibir tratamiento, por lo que el hecho de presentar enfermedad residual implica 
riesgo de presentar recaída y tiene un impacto significativo en el pronóstico de la 
enfermedad. 

e) En cuanto a la detección de nuevos blancos terapéuticos, se ha determinado que 
dentro del grupo de los pacientes con leucemia que muestran alteraciones en el gen 
MLL, existe un subgrupo que muestra incremento en la expresión del gen FLT3. Al 
analizar las causas de esta alteración, se determinó que FLT3 presenta mutaciones 
activadoras y se consideró que puede utilizarse como blanco específico para 
desarrollar un nuevo tratamiento. Para ensayar esta posibilidad, se estudiaron ratones 
con leucemia causada por inoculación con una línea celular humana con el gen MLL 
alterado. Se diseñó una molécula inhibidora de FLT3 llamada PKC412, la cual 
mostró una disminución significativa de la enfermedad en los ratones tratados con 
este nuevo agente. La PKC412, puede considerarse como una posibilidad de 
tratamiento específico para los pacientes con alteraciones en MLL y sobreexpresión 
de FLT3. En la leucemia promielocítica aguda también se han buscado nuevas 
moléculas para el diseño de tratamientos más específicos; los blastos leucémicos de 
estos pacientes presentan la fusión de los genes PMLRARA (que corresponden al gen 
de la leucemia promielocítica y al receptor de ácido retinoico a, respectivamente) y, 
en consecuencia, codifican una proteína quimérica con nuevas propiedades respecto 
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a las moléculas originales. Estos pacientes son tratados con ácido holo-trans-retinoico 
(ATRA) para inducir diferenciación celular. Los estudios de microarreglos mostraron 
que el gen UBEIL, que codifica la enzima activadora de ubiquitina semejante a El, 
se induce por ATRA en una línea celular de una paciente con el tipo de leucemia en 
cuestión. Estudios posteriores demostraron que ATRA activa de forma directa al pro- 
motor de UBEIL y su sobreexpresión dispara la degradación de la PML-RARA, por 
lo tanto induce con gran especificidad la apoptosis de las células leucémicas 
portadoras de la fusión génica. UBEIL se ha propuesto como un blanco 
farmacológico capaz de abatir el efecto oncogénico de la proteína quimérica. 


El análisis del epigenoma también se ha aplicado al estudio de las leucemias. En estas 
enfermedades es frecuente que los estudios se refieran a la activación de protooncogenes, 
pero ha sido poco común que se describa la pérdida, mutación o silenciamiento de genes 
supresores de tumor. Sin embargo, en investigaciones recientes que analizan el 
silenciamiento de genes por metilación de sus promotores, se ha revelado que este 
mecanismo ocurre con frecuencia en la leucemia linfoblástica aguda de células T y que 
también afecta a los genes supresores de tumor. En un grupo de pacientes con esta 
enfermedad se estudiaron 24 genes, y se determinó que están metilados en un alto 
porcentaje y que, en consecuencia, no se expresan. Los genes WIF-1 y sFRPS5, 
supresores de la vía de señalización WNT/P-catenina que se encarga de promover la 
proliferación celular, son los que se encuentran silenciados con mayor frecuencia, en 53 y 
40% de los casos de manera respectiva. La presencia de un fenotipo con mayor número 
de genes metilados, y por lo tanto silenciados, se asoció con la evolución de la 
enfermedad. Se determinó que existe una correlación positiva entre el incremento del 
número de genes metilados y la presencia de recaídas y muertes causadas por la 
leucemia. 
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Perspectivas de la medicina genómica 


Los avances alcanzados en el campo de la genética y la genómica han abierto la 
necesidad de que los médicos incorporen a la práctica clínica estos conocimientos. La 
medicina genómica y sus avances han provisto de nuevas perspectivas con respecto a la 
medicina clásica. La genética, a diferencia de otras áreas, involucra familias y no sólo 
individuos; los individuos, que con frecuencia se encuentran sanos, hoy en día muestran 
gran preocupación ante la posibilidad de desarrollar o transmitir una enfermedad a sus 
descendientes. 

La mayoría de las enfermedades se diagnostican hasta después de haber presentado los 
síntomas y sólo hasta ese momento es cuando el paciente decide consultar a un médico. 
Para algunas enfermedades, llegar a este punto permitirá que el tratamiento ayude a 
disminuir algunos síntomas y detener su progreso, pero no resultará en su curación. Las 
nuevas herramientas de la genómica: a) ayudarán a profundizar en el conocimiento de la 
historia natural de las enfermedades; b) permitirán identificar a los individuos con riesgo 
de presentarlas; c) podrán modificar los hábitos de los individuos con predisposición, aún 
en fase presintomática, antes de que inicie el desarrollo de la enfermedad (dejar de 
fumar, cambiar su dieta, hacer ejercicio), o bien para iniciar un tratamiento 
presintomático (como la administración de estatinas en individuos que pueden presentar 
enfermedades cardiovasculares); d) se detectarán marcadores asociados con el desarrollo 
de una enfermedad (en colonoscopias de individuos con riesgo genético de desarrollar 
cáncer colorrectal) y, e) permitirán conocer nuevas moléculas y vías que ayuden a llevar 
a cabo el diagnóstico, la evaluación de la enfermedad y el diseño de tratamientos 
específicos para obtener mejores resultados con menos secuelas adversas para el 
paciente. 


Terapia génica 


Este nuevo enfoque terapéutico consiste en la inserción de genes en células o tejidos de 
un animal, para tratar alguna enfermedad, ya sea adquirida o hereditaria, en la que se 
reemplaza un gen mutante por uno funcional. 

Con este procedimiento, una célula que carece de un gen o que posee una copia 
defectuosa puede repararse para adquirir de nuevo su función normal. El procedimiento 
implica manipular células enfermas y repararlas con la adición del gen faltante, o la 
sustitución o inactivación del gen defectuoso. En esta terapia, las células defectuosas son 
extraídas del cuerpo y devueltas a él después de repararse, o por medio de un agente 
terapéutico se induce la reparación de las células in vivo. Las células que se van a 
modificar podrían ser las de la línea germinal o las células somáticas. 

En el caso de las células de la línea germinal, se modificaría un gameto, un cigoto o un 
embrión temprano, por lo que la modificación sería transmitida de modo permanente a 
las generaciones sucesivas, de modo que esta estrategia ha sido cuestionada desde el 
punto de vista ético. 

Las células somáticas en cambio pueden modificarse en varias formas: a) 
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reemplazando un gen alterado por un gen sano de forma directa en el genoma; b) 
administrando una copia funcional de un gen que se encuentra defectuoso en la célula; c) 
inhibiendo la expresión del gen causante de alguna enfermedad para controlar o detener 
algunos padecimientos, en especial cancerosos o autoinmunes. 


Inserción de genes 


Las primeras dos opciones mencionadas para la modificación genética de las células 
somáticas se logran por retrovirus, mediante un vector que facilite la entrada de material 
genético en una célula enferma. Puede realizarse por medio de un virus modificado que 
contiene el gen que se desea insertar, que es capaz de introducirlo a la célula y 
expresarlo, ya sea integrándolo al genoma, si se emplea un retrovirus, o permanecer 
como un episoma y expresarse sin integrarse, si se emplea un adenovirus (figura 33-5). 
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Figura 33-5. Inserción de genes con vectores virales. 


Aunque los retrovirus pueden resultar muy eficientes, un inconveniente es el hecho de 
que su integración ocurre en un sitio que no es predecible; así, pueden ocasionar 
mutaciones que induzcan el silenciamiento de genes propios de la célula o una 
transformación maligna y convertirla en una célula cancerosa. 
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Los adenovirus, aunque no presentan estos inconvenientes, poseen una gran 
inmunogenicidad, la cual genera respuestas inmunes indeseables. Además, al no 
integrarse en el genoma, la expresión del gen insertado es de corta duración por lo que 
debe repetirse el tratamiento para mantener el efecto deseado. Otros virus que aún se 
encuentran en fases iniciales de experimentación, incluyen a los herpesvirus, lentivirus 
(como el VIH) y virus adenoasociados o VAA. 

Otro vector para la inserción de genes terapéuticos son los liposomas, vesículas 
sintéticas constituidas por una bicapa de fosfolípidos, en donde se empaca el DNA que se 
va a insertar, que tiene la capacidad de fusionarse de manera directa con la membrana 
plasmática y depositar en su interior la información genética. La eficiencia de estos 
vectores sigue siendo baja y además el DNA introducido no se integra en el genoma de la 
célula, por lo que la expresión génica es temporal (figura 33-6). 
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Figura 33-6. Transferencia de genes por medio de vectores no virales. 


Un método alternativo conocido como biobalística, emplea pequeñas esferas de metal 
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recubiertas con el DNA de interés que, por medio de una pistola neumática especial, 
permite la entrada del material genético. Aunque se ha empleado con éxito, en especial en 
la transformación de células vegetales, el DNA introducido no se puede integrar al 
genoma del huésped y es inactivado o hidrolizado con rapidez. 

La endocitosis mediada por receptores es otra alternativa para la transferencia de 
genes, que acopla al DNA a una molécula que actúa como ligando natural. Esta molécula 
conjugada se interioriza porque es reconocida por un receptor de membrana que induce 
la endocitosis y la entrada a la célula. Aunque el método tiene una eficiencia de 
transferencia relativa alta, la vesícula endocitada por lo general se conduce a un lisosoma 
para su degradación, por lo que una vez dentro de la célula es probable que el DNA se 
inactive. Para evitar esto, se está trabajando en diseñar un mecanismo de escape que 
permita llevar al DNA hacia el núcleo, aunque tampoco en este caso se lograría la 
integración al genoma de la célula. 


Inhibición de la expresión génica 


Esta estrategia se emplea cuando algún gen de la célula actúa de manera perjudicial y la 
posible solución es su eliminación o inactivación. Esto puede ocurrir en enfermedades de 
herencia mendeliana simple, oncogenes activados en células cancerosas o en algunas 
enfermedades autoinmunitarias. La terapia génica, en estos casos, pretende destruir de 
forma directa al gen afectado o detener su expresión, durante o después de la 
transcripción, o inhibir la síntesis de la proteína codificada por el gen afectado. En 
cualquiera de los casos, se requiere que el agente terapéutico penetre a la célula para 
ejercer su efecto, lo que en ocasiones puede resultar complicado o inducir su inactivación 
(figura 33-7). 
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Figura 33—7. Terapia génica por inhibición de la expresión de los genes. 


Una estrategia común empleada para lograr la inhibición de la traducción del mRNA en 
proteína, es el empleo de oligonucleótidos antisentido, que son pequeñas cadenas de 
ácido nucleico con una secuencia complementaria a una parte del mRNA. La formación 
de una doble cadena de ácido nucleico impide el proceso de traducción y favorece la 
degradación del mRNA. 

Desde el descubrimiento de que ciertas cadenas de RNA poseen una actividad catalítica 
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(ribozimas), se empezó a buscar una posible aplicación con fines terapéuticos. Las 
ribozimas pueden degradar de manera selectiva a algunos mRNA, cortándolos en 
secuencias específicas. Las ribozimas que se pretende utilizar para estos fines son las 
conocidas como de cabeza de martillo, que tiene la capacidad natural de hacer cortes 
sobre cadenas de RNA, y que se modifican introduciéndoles secuencias que sean 
complementarias al mRNA que se quiere destruir. 

La técnica que hoy en día está recibiendo mayor atención para el desarrollo de una 
terapia génica eficaz, aprovecha un fenómeno natural que era desconocido hasta hace 
poco tiempo: el silenciamiento de genes por RNA pequeños de interferencia (RNAI). Se 
trata de pequeñas cadenas de RNA (21 a 23 nucleótidos) que, en condiciones normales, 
se producen a partir de RNA de doble cadena un poco mayores. Estas moléculas son, en 
la actualidad, un método muy eficiente para inducir fenotipos con pérdida de función en 
estudios de laboratorio con diferentes organismos. 


Ejemplos de terapia génica 


El primer ensayo de terapia génica en seres humanos se realizó en septiembre de 1990 
con una niña de cuatro años que padecía una rara enfermedad genética, 
inmunodeficiencia grave combinada, por la que carecía de un sistema inmunitario 
funcional. Los niños con este padecimiento rara vez sobreviven a la niñez, ya que son 
muy susceptibles de desarrollar infecciones graves y están condenados a vivir encerrados 
en un ambiente estéril. En este caso particular, se extrajeron leucocitos de la sangre 
circulante a los que se les injertó una copia sana del gen defectuoso y se regresaron a la 
circulación. La paciente mejoró de forma notable y su sistema inmunitario se fortaleció. 
Sm embrago, el procedimiento no constituyó una cura, ya que las células modificadas no 
sobrevivieron más que unos cuantos meses y el proceso tuvo que repetirse de nuevo. 
Algunas enfermedades para las que ya se están desarrollando terapias similares incluyen 
la hemofilia, distrofia muscular, talasemia y fibrosis quística, entre otras. En dos casos 
particulares se aplicó esta terapia para curar una enfermedad retiniana hereditaria y un 
melanoma metastásico con cierto grado de éxito. 
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Diversidad genética e historia de las poblaciones 
humanas 


Casi desde el inicio del Proyecto del Genoma Humano fue posible identificar variaciones 
en la secuencia del genoma humano, proveniente de distintos individuos. 

En el decenio de 1990-99, se reconoció que estas variaciones corresponden a variantes 
de tipo SNP. Estas variaciones se presentan, en promedio, cada 400 nucleótidos, y 
pueden existir alrededor de 10 millones de ellos en el DNA de una persona. La mayor 
parte de los SNP estudiados hasta hoy alternan entre dos nucleótidos posibles, es decir 
son bialélicos. De este modo, aunque todos los seres humanos comparten 99.9% de la 
información en los genomas, la diferencia de 0.1% producida por estos polimorfismos es 
la responsable de la individualidad de cada persona. 

Para estudiar las particularidades genómicas de las diferentes poblaciones humanas, se 
creó el Proyecto Internacional de HapMap o mapa de haplotipos, que se encarga de 
catalogar los bloques de haplotipos en el genoma humano y cuya información será por 
completo de dominio público. Este proyecto comenzó en octubre de 2002 y la primera 
fase terminó en octubre de 2005, habiendo analizado cerca de un millón de SNP en tres 
poblaciones: africana, caucásica y asiática. Se produjo un catálogo de bloques genómicos 
y se identificaron las variaciones exclusivas de cada grupo estudiado. 

El proyecto también tiene como objetivo describir la ubicación de las variaciones 
genéticas en el genoma e identificar su distribución intrapoblacional e interpoblacional. 
Aunque no establece una conexión entre las variaciones particulares y las enfermedades, 
puede proporcionar información que permita identificar los factores hereditarios que 
modifican el riesgo de contraer ciertas enfermedades comunes; esto permitirá, de manera 
indirecta, el desarrollo de nuevas técnicas de diagnóstico y tratamiento, además de 
nuevos métodos de prevención. 

Éste y otros estudios semejantes demuestran, de manera sólida, que la mayor parte de 
variación genética en los humanos proviene de diferencias dentro de las poblaciones más 
que entre ellas, por lo que el concepto de raza, como una categoría, no es racional y no 
puede definirse desde la perspectiva biológica. 

El estudio de las variaciones del DNA también ha proporcionado un método 
alternativo, para reconstruir la historia de las poblaciones humanas. Para esto se han 
empleado distintos tipos de marcadores genéticos, aunque los más utilizados son el DNA 
mitocondrial y algunas secuencias particulares del cromosoma Y. Debido a que estos 
marcadores no son susceptibles de recombinación genética, es posible seguir la 
genealogía de una población a través de la línea materna, empleando el DNA 
mitocondrial, o de la línea paterna, con los marcadores del cromosoma Y. 

Estos estudios han demostrado el origen reciente de los seres humanos modernos en 
poblaciones africanas y han propuesto un modelo que sugiere que la especie humana 
(Homo sapiens) surgió a partir de una pequeña población africana hace unos 100 a 150 
mil años, que a continuación emigró para colonizar todo el mundo. El estudio de las 
secuencias de DNA mitocondrial de los seres humanos modernos permite seguir el linaje 
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hasta un sólo individuo, la “Eva mitocondrial”, que se supone existió hace unas 5 000 a 7 
000 generaciones en el este de Africa (figura 33-8). 


Figura 33-8. Diseminación del Homo sapiens fuera de África. Las fechas (en miles de años antes del presente) 
indican el arribo a esas zonas. 


Además de estos estudios de variación en poblaciones de seres humanos modernos, se 
ha podido recuperar DNA antiguo de muestras de hasta 50 000 años de edad. Esta 
muestra que correspondía a una de Neanderthal mostró una secuencia de DNA 
mitocondrial que es diferente de la de los humanos modernos. Esto sugiere que los linajes 
de ambos homínidos divergieron hace alrededor de 500 000 años y que los hombres de 
Neanderthal se extinguieron sin contribuir al acervo genético de los seres humanos 
modernos. 


booksmedicos.org 


Estudios del genoma humano en México 


Más que hablar del genoma del mexicano, se deben mencionar los distintos haplotipos 
que se encuentran en México, ya que está formado por diversos orígenes étnicos. Entre 
los más representativos se encuentran dos: los grupos indígenas que se han conservado 
con poca mezcla genética y la mayoría de los mexicanos producto del mestizaje entre 
españoles e indígenas, que representan a los grupos mestizos latinoamericanos. En este 
último, se puede encontrar mayor diversidad genética debido a la mezcla con individuos 
de otras regiones como los europeos, africanos y asiáticos. Por esto, la mayor parte de 
los estudios sobre la genética de la población mexicana se realiza en grupos étnicos 
indígenas y cuando son estudios más generales se consideran sólo individuos nacidos en 
México al menos en segunda generación (padres y abuelos) nacida en este país. De este 
modo, se han hecho estudios para caracterizar el genotipo de los mexicanos. 

Al igual que otros conceptos asociados con la genética, los estudios para conocer y 
analizar las características genéticas del mexicano, se iniciaron años antes de la aparición 
de las técnicas de la biología molecular. 

Por la necesidad de tener un catálogo de haplotipos de la población latinoamericana y 
en especial de la mexicana, el Instituto Nacional de Medicina Genómica de México inició 
un estudio con el objetivo de generar esta información y apoyar la investigación médica, 
al conocer las variaciones genómicas asociadas con enfermedades comunes y la 
respuesta a fármacos en la población mexicana, además de contribuir al conocimiento 
histórico y antropológico de los mexicanos. Este proyecto se refiere de manera específica 
a la estructura genómica de mestizos mexicanos de diversas regiones donde se analizó la 
muestra. La selección de los estados de la República se basó en su ubicación geográfica, 
se escogieron: Yucatán, Zacatecas, Sonora, Veracruz y Guerrero. El estudio se hizo en 
alrededor de 140 individuos sin parentesco entre ellos, mayores de 18 años (50% varones 
y 50% mujeres) originarios del estado correspondiente al igual que sus padres y abuelos, 
no inmigrantes recientes de otros países, que participaron de forma voluntaria. 

El análisis aún no se completa y está basado en polimorfismos con el método de 
microarreglos de alta densidad. Este sistema utiliza la detección de 500 000 SNP. La 
estrategia se basa en reducir la complejidad del DNA genómico hasta 10 veces, lo que se 
logra al digerir 250 ng del genoma de cada muestra con enzimas de restricción. Después 
se ligan con sitios de reconocimiento para iniciadores por medio de una reacción en 
cadena de la polimerasa (PCR). A continuación, se amplifican las muestras, lo cual da 
preferencia a fragmentos de DNA de 250 a 2 000 nucleótidos que se marcan con 
fluorescencia y se hibridan sobre los microarreglos. La intensidad de la señal fluorescente 
se analiza para determinar el genotipo de cada muestra para ese polimorfismo particular. 

La información generada es compleja por lo que se almacena en una base de datos 
para procesarse en una supercomputadora. Los resultados mostrarán los patrones de 
variación génica en el genoma de los mestizos mexicanos, a través de las regiones 
variables en la frecuencia de haplotipos entre poblaciones y grado de asociaciones entre 
SNP en los diferentes cromosomas. 
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Para cumplir con las restricciones éticas de confidencialidad, las muestras de sangre 
fueron anónimas y codificadas para no identificarse, sólo se asoció con su género, edad y 
origen geográfico. Además, se colectaron más muestras de las incluidas en el análisis, 
para que los donadores no supieran si fueron incluidos en el estudio. De esta manera, se 
protegió la privacidad de los participantes. 

La contribución del proyecto al desarrollo de la medicina genómica del país 
proporcionará la generación del mapa de bloques de haplotipos del genoma de los mexi- 
canos; además, creará una herramienta para usarse en otros proyectos de investigación 
científica sobre las variaciones genéticas que puedan aumentar el riesgo de padecer 
enfermedades comunes, y la respuesta de los individuos al uso de algunos fármacos. 

Previo a este estudio, un grupo de investigadores mexicanos, determinó las variaciones 
en el DNA mitocondrial (mtDNA) en mestizos del estado de Veracruz para conocer la 
tendencia genética de sus ancestros. Se estudiaron cuatro haplogrupos (A, B, C y D) del 
mtDNA que caracterizan a las poblaciones amerindias, cuyos linajes tienen sus raíces en 
Asia. En México la población mestiza tiene tres raíces; amerindia, europea y africana. A 
partir de sangre periférica se extrajo el DNA total de 72 individuos no emparentados. Se 
amplificaron las regiones de interés del mtDNA, mediante PCR, empleando 
oligonucleótidos específicos y digestión con enzimas de restricción. Los productos se 
resolvieron en geles de poliacrilamida para su análisis. Se encontraron tres de los cuatro 
haplogrupos que caracterizan a la población amerindia: haplogrupos A 70%, C 15.2% y 
D 12.5%, con un total de 98.6%. El restante correspondió al haplotipo L con una 
frecuencia de 1.4%, que es característico de la población africana. Este estudio demostró 
que en la costa del Golfo de México, en concreto en el estado de Veracruz, la población 
mestiza presenta un componente materno amerindio con muy baja frecuencia de africano 
y ausencia de componente materno europeo. La interpretación de estos resultados fue 
que la migración de los esclavos no fue homogénea, por lo que se concluye que la 
mayoría del componente africano se dio en especial por línea paterna. Estudios previos 
con marcadores genéticos en el DNA nuclear mostraron que el componente africano en 
México varía en cada región geográfica, ya que un estudio realizado en mestizos del 
estado de Chihuahua se encontró 4.5% de la muestra estudiada con un componente 
materno africano. 

Uno de los primeros trabajos que se hicieron en México para determinar las 
características de la población, se refiere a la deficiencia de la enzima lactasa. Se 
demostró que 70% de la población mexicana mayor de seis años tiene deficiencia de la 
enzima del intestino que se ocupa de metabolizar la lactasa de la leche. Esa enzima está 
presente en todos los recién nacidos que reciben la leche materna, pero poco a poco, a 
partir de los dos años, empieza a disminuir su actividad hasta que la mayoría de los 
individuos sólo conserva 10% de la actividad inicial. 

La deficiencia de lactasa ocasiona síntomas gastromtestinales indeseables como dolor 
abdominal, diarrea, flatulencia y sensación de inflamación del estómago, pero una de las 
preguntas que se plantearon fue: ¿qué porcentaje se debe al mal metabolismo de la 
lactosa y qué porcentaje a otros trastornos como la parasitosis? 
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Uno de los aspectos de investigación consistió en saber si era frecuente o no la 
deficiencia de lactasa en la población adulta de México, definida para ese propósito como 
aquella mayor de seis años. Se concluyó que 70% de los mexicanos tiene esa deficiencia 
debido a factores hereditarios de tipo recesivo, es decir, que ambos padres proporcionan 
el tipo de gen que hace que la enzima no funcione, y en consecuencia que no se debía a 
causas ambientales. 

El 15% de la población tiene síntomas desagradables debido a la deficiencia de lactasa, 
pero no son graves y se controlan con facilidad. Conocer esa cifra puede incidir en los 
programas de reforzamiento nutricional que a veces se basan en el consumo de leche, ya 
que aunque es bajo el porcentaje encontrado, podría haber sectores de la población que 
no la asimilen de manera adecuada. La solución es sencilla: reducir la ración a la mitad o 
tomar leche sin lactosa. 

El estudio consideró a tres sectores de población mexicana: grupos indígenas, 
distribuidos por todo el país; grupos representativos de las costas occidental y oriental, y 
habitantes de grandes urbes. De ahí se obtuvieron muestras de sangre para conocer las 
similitudes y diferencias entre las poblaciones. Con los resultados obtenidos se puso de 
manifiesto lo que se sabía a partir de otros estudios: no hay poblaciones indígenas puras 
en el país, todas tienen cierta mezcla con la raza caucásica, en especial la española, o con 
la africana, sobre todo en las costas. En las grandes ciudades hay alrededor de 50% de 
ancestros indígenas, alrededor de 40% de caucásicos y 10% de población africana. No 
hay ningún juicio de calidad en el estudio, sólo se presenta cómo se formó la población 
mexicana y revela lo que ahora somos, un mosaico etnográfico. 


0 Preguntas de reforzamiento 


1 ¿Con qué compuesto se logra detener la síntesis de DNA para secuencias con el método de Sanger? 


a) Nucleótidos carentes de un hidroxilo en 3” 
b) Polimerasa II 

c) ATP 

d) Nucleótidos tetrafosfatados 

e) NADPH 


2 ¿De que antigüedad son las muestras de DNA del hombre de Neardenthal empleadas para secuencias el genoma mitocondrial? 


a) 50 000 años. 
b) 500 000 años. 
€) 11 000 años. 

d) 5 000 años. 

€) 1 000 000 años. 


3 ¿Qué tan similar es el genoma entre los humanos actuales? 
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a) 99.9% 
b) 95% 
c) 90% 
d) 50% 
e) 100% 


4 Es un problema por resolver que impide emplear los retrovirus en la terapia génica: 


a) Se insertan aleatoriamente y pueden inactivar genes. 
b) Poseen genes cancerígenos 

C) Su genoma es inestable. 

dl) Recombinan con el genoma mitocondrial. 


€) Pueden inducir enfermedades infectocontagiosas. 


5 Citocromo P450 que presenta p olimorfismos en el 10% de la población, que impide el efecto de la codeína: 


a) CYP2D6 
b) CYP3A4 
c) CYP1A2 
d) CYP3A5 
e) CYP2E1 


Respuestas: l.a,2.a,3.a,4.a,5.a. 
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a : Capítulo 34 
(o Diabetes mellitus 


9" œ y síndrome metabólico 


Cristina Fernández Mejía 


e Historia de la diabetes 

e Definición 

e Secreción de insulina 

e Acción de la insulina 

e Principios básicos del metabolismo 

e Clasificación de la diabetes 

e Alteraciones metabólicas en la diabetes 
e Bases metabólicas de los síntomas y signos de la diabetes 
e Criterio para el diagnóstico de diabetes 
e Complicaciones de la diabetes 

e Prevención 

e Tratamiento 


e tt clave 


Í La diabetes mellitus es un grupo de enfermedades metabólicas caracterizado por hiperglucemia resultante de defectos en la 
secreción de la insulina, la acción de ésta o ambas cosas. 


2 La resistencia a la insulina se define como una respuesta insuficiente de los tejidos a la acción de esta hormona en las 
concentraciones en las que produce su efecto. 


3 La etiología es el conjunto de causas de una enfermedad. 


4 El síndrome metabólico es un término que ha sido establecido por organizaciones de salud reconocidas en el mundo, que agrupa 
una serie de características clínicas que confiere mayor riesgo de desarrollar enfermedades cardiovasculares y diabetes tipo 2. Parte 
de estas características son consecuencia o causantes de la resistencia a la insulina. El criterio para el diagnóstico del síndrome 
metabólico varía entre diferentes organizaciones internacionales. 


5 El índice de masa corporal es un valor resultante del peso corporal (masa corporal) y la estatura de un individuo. Se calcula 


dividiendo el peso corporal y la estatura elevada al cuadrado y se expresa como kg/m2. Los valores del índice de masa corporal se 
usan para definir la existencia y el grado de obesidad. Se considera que el índice de masa corporal normal es entre 18.5 a 25; 


sobrepeso: 25 a 30 y obeso por arriba de 30 kg/m?. 
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La diabetes mellitus es una de las enfermedades más frecuentes en el mundo. Durante 
los últimos decenios este padecimiento ha experimentado un aumento explosivo, y en la 
actualidad alcanza proporciones epidémicas. Cambios en el estilo de vida debido al 
incremento en el consumo de azúcar y grasas, mayor disponibilidad de alimento y 
reducción de la actividad física, han dado como resultado los altos índices actuales de 
obesidad y diabetes. También, factores ambientales como agentes químicos, 
enfermedades infecciosas y algunos alimentos pueden ser desencadenantes de ciertos 
tipos de diabetes. 
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Historia de la diabetes 


En un papiro egipcio que data alrededor del año 1500 a.C., se refiere por primera vez 
una enfermedad con las características de la diabetes. El término “diabetes”, que significa 
“sifón” en griego, fue utilizado por primera vez por Areteo de Capadocia en el siglo I 
a.C. Areteo describió un trastorno caracterizado por aumento en la producción de orina 
(poliuria). Durante el mismo periodo, Galeno habló de dos casos de una rara enfermedad 
caracterizada por poliuria y sed excesiva (polidipsia). En los siglos V y VI dos notables 
médicos de la India, Susruta y Sharuka, describieron por primera vez la asociación de 
poliuria con presencia de una sustancia de sabor dulce en la orina, y distinguieron dos 
tipos de pacientes: delgados y obesos. Claude Bernard, el eminente fisiólogo francés, 
encontró entre 1846 y 1848 hiperglucemia (glucosa aumentada en la sangre) en estados 
patológicos como la diabetes. El papel del páncreas en la diabetes fue revelado en 1893 
por Minkowski y von Mering. En 1921 Banting, Best, Macleod y Collip descubrieron la 
insulina; este importante hallazgo permitió por primera vez el desarrollo de un tratamiento 
contra la enfermedad. A partir de entonces la investigación ha aportado grandes 
conocimientos sobre la diabetes, que se describirán en este capítulo. 
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Definición 
D 
© Hoy en día se considera que la diabetes mellitus es un grupo de enfermedades metabólicas 


caracterizado por hiperglucemia resultante de defectos en la secreción de la insulina, la acción de ésta o 
ambas cosas. 


booksmedicos.org 


Secreción de insulina 


La insulina es secretada por las células B, que se encuentran en los islotes de Langerhans 
en el páncreas. El principal inductor de la secreción de insulina es la glucosa. La 
secreción de insulina en respuesta a la glucosa es un proceso de múltiples pasos que 
requiere transporte y metabolismo de la glucosa, cambios electrofisiológicos y fusión de 
gránulos secretorios que contienen insulina con la membrana plasmática de la célula $ 
(figura 34-1). Existen dos fases en la secreción de insulina en respuesta a la glucosa. La 
primera fase se da en los primeros diez minutos de recibir el estímulo de glucosa y da 
como resultado un pico de secreción de la hormona, este proceso también se llama fase 
de disparo. La segunda fase es un proceso sostenido que se mantiene hasta que se 
alcancen las concentraciones de glucosa sanguínea normales. 


Glucosa Glucosa 


(Km: 15-20 mM) (Km: 1-2 mM) 


Glucosa 4 Kir6.2 


Hexocinasa 


E EA 


ADP 


Glucocinasa 


SUR1 
Glucosa-6-fosfato 


it 


Canales de 
Kt 
sensibles 
a ATP 


Despolarización 
N de la membrana 


4 Insulina na 


Figura 34-1. Mecanismos que participan en la secreción de la insulina. 


Primera fase de secreción de insulina o fase de disparo. La glucosa ingresa en las 
diferentes células del organismo por difusión facilitada mediada por un grupo de 
proteínas transportadoras de glucosa (GLUT), descritas en el cuadro 34-1. En la célula f 
pancreática, la glucosa entra mediante la isoforma 2 del transportador de glucosa 
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(GLUT2). Éste tiene gran capacidad de transporte para permitir que el entorno 
intracelular de las células pueda evaluar la glucemia sanguínea. La glucosa es fosforilada 
a glucosa-6-fosfato por la hexocinasa IV, también llamada glucocinasa, cuyas 
características se resumen en el cuadro 34-2. Esta enzima tiene un papel determinante 
como marcapaso en el proceso de secreción de insulina en respuesta a la glucosa. La 
elucosa-6-fosfato, metabolizada a través de la glucólisis y del ciclo de Krebs, produce un 
aumento en la relación ATP/ADP, que a su vez provoca el cierre de los canales de 
potasio sensibles a ATP, canales que están constituidos por dos subunidades SUR] y 
Kir6.2. El cierre de los canales ocasiona despolarización de la membrana plasmática y 
flujo de calcio extracelular al interior de la célula. Junto con la movilización de calcio de 
las reservas intracelulares, este proceso causa la fusión de los gránulos secretores que 
contienen insulina con la membrana plasmática y la liberación de la insulina en la 
circulación. 


Cuadro 34-1. Transportadores de glucosa 


GLUT 1 Tejidos fetales. Ampliamente distribuido en todas las células del organismo. Coexiste con Km: 1 a2 mM 
otros transportadores, y es responsable de la captación basal de glucosa para la obtención Transporte asimétrico; 


de la energía que se usa en el funcionamiento celular. Muy abundante en eritrocitos y favorece la entrada de 
células endoteliales de la barrera hematoencefálica glucosa 
GLUT 2 Células f3 pancreáticas, células renales tubulares, células de la mucosa intestinal y Transportador de gran 
hepatocitos capacidad y baja afinidad 
(Km) 


Permite el transporte 
bidireccional de la 
glucosa Km: 15 a20 
mM 


GLUT3 Neuronas y placenta Transportador de alta 
afinidad que permite la 
captación de 
concentraciones bajas de 
glucosa 
Positivamente regulado 
por hipoglucemia Km: 
menor de 1 mM 


GLUT 4 Tejido adiposo y musculo esquelético y cardiaco Se moviliza del 
citoplasma a la 
membrana plasmática 
por acción de la insulina 
Km: 5 mM 


Clase H 

GLUTS5 (SLC2A5), transportador de fructosa 

GLUT7 (SLC2A7), transportador de glucosa en el retículo endoplásmico 
GLUT9 (SLC2A9) 

GLUT11 (SLC2A 11) 


Clase II 
GLUT6 (SLC2A6) 
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GLUT8 (SLC2A8) 
GLUT10 (SLC2A 10) 
GLUT12 (SLC2A12) y el transportador de protones/mioinositol, HMIT (SLC2A 13). 


Cuadro 34-2. Distribución y características cinéticas de las hexocinasas 


T(A) 0.04 a Cerebro, eritrocito, médula renal 

II (B) 0.13 a Sí Músculo, adipocitos 

TI (C) 0.02 b Sí Hígado, riñón 

IV (D)o SiC No Higado, células B pancreáticas, enterocitos L, 
glucocinasa regiones del hipotálamo 


a: Cinética hiperbólica. 
b: Inhibido por exceso de glucosa. 
c: Cinética sigmoidal. 


Segunda fase de secreción de insulina o secreción sostenida. Los mecanismos que 
regulan la segunda fase de secreción sostenida (o fase de amplificación) no han sido 
elucidados por completo. Se sabe que, al igual que la primera fase se requiere de la 
entrada y metabolismo de la glucosa; sin embargo, este proceso es independiente de los 
canales de potasio sensibles a ATP, y requiere de la formación de metabolitos 
intracelulares en la célula $. 
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Acción de la insulina 
IA 
2 ) 
© La insulina es una hormona que es capaz de regular diferentes vías metabólicas en diferentes 
tejidos. En esta sección se describe la señalización mediante la cual la insulina produce su acción 
metabólica. El funcionamiento inadecuado de estas señales provoca un decremento en la acción de esta 


hormona y son la base molecular de la resistencia a la insulina. En una sección posterior se detalla las 
consecuencias de la resistencia a la insulina sobre el metabolismo en los diferentes tejidos. 


Los efectos de la insulina comienzan con su unión a su receptor, con lo cual provoca una 
cascada de eventos en la que participan la fosforilación de proteínas y de fosfolípidos de 
membrana y la actividad del citoesqueleto (figura 34-2). El receptor de insulina es una 
proteína de membrana que consiste en dos subunidades a, localizadas extracelularmente, 
cuya función es la de unirse a la insulina; y dos subunidades f, de localización 
intracelular, que tienen actividad de proteína cinasas. La insulina se une a las subunidades 
a e induce un cambio en su conformación que lleva a reacciones de autofosforilación 
rápida en las subunidades intracelulares f. El receptor fosforilado provoca el 
reclutamiento de proteínas de señalización intracelulares que inician, a su vez, una 
cascada de reacciones de fosforilación de proteínas de diferentes vías. De esta manera se 
provocan los amplios efectos de la insulina sobre el metabolismo y el crecimiento 
celulares. 
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Figura 34-2. Vías de señalización mediante las cuales la insulina ejerce sus acciones en metabolismo, crecimiento 
y diferenciación celular. 


Las vías de señalización de la insulina más importantes son: 


1) La vía que se inicia con la fosforilación de las proteínas sustrato del receptor de la 
insulina (IRS, del inglés insulin receptor substrate). Esta vía produce las acciones 
metabólicas de la insulina sobre el transporte de glucosa por el transportador de 
glucosa GLUT4, la síntesis de glucógeno, de lípidos y de proteínas, así como la 
inhibición de la lipólisis y la gluconeogénesis. 

2) La vía de señalización mediada por la fosforilación de la proteína CbI, la cual induce 
la actividad del citoesqueleto de actina para facilitar, junto con la vía de IRS, el 
movimiento del transportador de glucosa GLUT4 desde el interior de la célula hacia 
la membrana celular. 

3) La vía que participa en la regulación de la insulina sobre la proliferación y la 
diferenciación celulares. 


Dada la complejidad, el conocimiento parcial y el gran número de proteínas que 
participan en la transducción de la señal de la insulina, sólo se describen las que 
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intervienen en la vía del IRS. Sin embargo, las proteínas que integran ésta y las otras vías 
de señalización de la insulina se esquematizan en la figura 34-2. 


Señalización de la insulina vía IRS 


Como se indicó antes, la insulina al unirse con su receptor cambia su conformación y 
lleva a la autofosforilación del receptor en las subunidades intracelulares. Esto cataliza la 
fosforilación de proteínas miembros de la familia del sustrato del receptor de insulina. Se 
han identificado al menos seis proteínas sustratos del receptor de insulina, y son IRS-1 e 
IRS-2 de las que se conoce mejor su función. La fosforilación de los IRS facilita la 
interacción de las dos subunidades que constituyen la forma activa de la enzima 
fosfoimositol-3-fosfato cinasa: p85, que tiene función reguladora, y p110, que es en 
donde radica la actividad catalítica de la enzima. El ensamblaje de las subunidades 
aumenta la fosforilación de fosfatidil-inositoles en la membrana para generar un segundo 
mensajero lipídico: el fosfatidil-inositol 3,4,5-trifosfato. Este producto promueve la 
activación de cinasas dependientes de fosfoinosítidos (PDK, del inglés phosphoinositide- 
dependent kinase). En consecuencia, la activación de PDK fosforila una proteína muy 
importante en la señalización de la insulina: la AKT, también conocida como PKB o 
proteína cinasa B. La forma fosforilada de AKT/PKB regula a su vez la fosforilación de 
diversas proteínas que participan en las múltiples acciones metabólicas de la insulina. 

Mediante la fosforilación de la proteína AS160 por AKT/PKB se induce el movimiento 
del transportador de azúcares GLUT4 desde el citoplasma hacia la membrana plasmática, 
generando un mayor transporte de glucosa hacia el interior de la célula. La fosforilación 
de la glucógeno sintasa cinasa 3 (GSK3, del inglés glycogen synthase kinase-3), que 
produce AKT/PKB, desencadena a su vez una serie de fosforilaciones que incrementan 
la síntesis de glucógeno. Las acciones positivas de la activación de AKT/ PKB sobre la 
lipogénesis se producen a través del factor de transcripción SREBP-1c, proteína que 
aumenta la síntesis de las enzimas de esta vía. Por otro lado, la fosforilación mediada por 
AKT/PKB sobre el factor de transcripción FOXO-1 (del inglés forkhead box protein O- 
1) provoca la inhibición de la síntesis de enzimas de la gluconeogénesis, en tanto que la 
fosforilación de la fosfodiesterasa 3B (PDE3B) produce la inhibición de la lipólisis. 

Así como la fosforilación de las proteínas de la cascada de señalización de la insulina 
activa esta vía, la desfosforilación la inhibe. Varias fosfatasas, como la proteína tirosina 
fosfatasa 1B (PTP1B), la enzima homóloga de fosfatasa y tensina (PTEN, del inglés 
phosphatase and tensin homologue), la tirosín-proteín-fosfatasa (SHP2) y la proteína 
supresora de la señal de citosinas 3 (SOCS-3, del inglés suppressor of cytokine signaling 
3), desfosforilan y apagan la señalización. 

Las alteraciones en la vía de transducción de señales de la insulina, sean por 
fosforilación ineficaz, por aumento de la actividad de las fosfatasas o por ambas cosas, 
provocan un decremento en la acción de esta hormona. Éste es el mecanismo molecular 
que da origen a la resistencia a la insulina, también conocida como insensibilidad a la 
insulina. El decremento en la acción de la insulina es uno de los componentes que 
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participan en el desarrollo de la diabetes tipo-2. 
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Principios básicos del metabolismo 


Es posible comprender las causas de la diabetes a partir de los principios básicos del 
metabolismo y las acciones particulares de la insulina. Para ello es importante considerar 
que el cuerpo humano tiene una demanda constante de energía, y parte del alimento 
ingerido se utiliza para satisfacer los requerimientos inmediatos y otra gran parte se 
almacena en el hígado y en el músculo en forma de glucógeno, y en forma de 
triacilelicéridos en el tejido adiposo. Estas reservas se utilizan después para la obtención 
de energía en los periodos de ayuno. El almacenamiento y la utilización de estas 
sustancias están controlados por mensajes hormonales. 


Metabolismo posprandial 


En el periodo posterior a la comida (posprandial), la llegada de glucosa al torrente 
sanguíneo induce la secreción de insulina en las células B de los islotes pancreáticos. Esta 
hormona, al interactuar con su receptor, desencadena una serie de señales intracelulares 
que promueven sus efectos. La insulina tiene tantas acciones positivas, ilustradas en la 
figura 34-3, como acciones inhibitorias, esquematizadas en la figura 34-4. 
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Figura 34-3. Acciones positivas de la insulina en el periodo posprandial. 
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Figura 34-4. Acciones represoras de la insulina en el período posprandial. 


Metabolismo posprandial de los carbohidratos. Dos tejidos, músculo e hígado, 
tienen un papel muy importante en la captación de glucosa en respuesta a la insulina, ya 
que en esos tejidos se almacena en mayor medida el glucógeno. Debido al gran 
porcentaje de músculo que constituye el cuerpo humano, éste es el que guarda la mayor 
cantidad de glucógeno; se considera que 75% de la glucosa posprandial ingresa en este 
tejido y se almacena ahí (figura 34-3). 

En el músculo, la acción de la insulina promueve el transporte de glucosa, aumentando 
el movimiento de los transportadores GLUT4 que se encuentran localizados en el interior 
de la célula muscular hacia la membrana plasmática. Al mismo tiempo, la insulina activa 
las enzimas que participan en la síntesis de glucógeno (glucogénesis). 

De igual manera que en el músculo, en el hígado la acción de la insulina aumenta la 
actividad de las enzimas glucogénicas; sin embargo, existe una diferencia con respecto al 
transporte de glucosa, ya que el trasportador de glucosa presente en el hígado (GLUT2) 
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se encuentra de manera permanente en la superficie celular y no requiere de su 
translocación. Dado que el almacenamiento del glucógeno tiene límites, la glucosa que no 
se conjuga en forma de glucógeno se transforma en triacilglicéridos (figura 34-3). 

La transformación de la glucosa en triacilglicéridos se lleva a cabo mediante el proceso 
denominado lipogénesis de novo. La lipogénesis de novo comprende una serie de 
reacciones en las que participan: a) la fosforilación de la glucosa, b) la vía de las 
pentosas, proveedora del NADPH y de gliceraldehido-3-fosfato, metabolito que se 
incorpora a la glucólisis en la reacción posterior a la regulada por la fosfofructocinasa-1, 
para su subsecuente conversión por esta vía a piruvato, c) la formación de acetil-CoA a 
partir de piruvato, d) la P-reducción, y d) la esterificación de los ácidos grasos con el 
elicerol-fosfato. Estas reacciones se ilustran en la figura 34-5. La Iipogénesis es promovida 
por la acción de la insulina y por el aumento de la glucosa intracelular. Los 
triacilelicéridos así formados se transportan desde el hígado hacia el tejido adiposo 
mediante las proteínas de muy baja densidad VLDL. Es por este proceso metabólico por 
el cual la ingesta de carbohidratos produce el aumento de los depósitos de grasa, cuyo 
exceso es causante de la obesidad. 
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Figura 34-5. Lipogénesis. 
Por otro lado, la insulina en el periodo temprano del estado posprandial (es decir, en el 


cambio del ayuno a la llegada de nutrimentos a la sangre) tiene una función restrictiva 
sobre la gluconeogénesis, vía que produce glucosa a partir del lactato o de otros 
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metabolitos que se convierten en lactato, como la alanina (figura 34-4). En esta acción 
inhibitoria de la insulina participa la primera fase, o fase de disparo, de la secreción de la 
insulina. 

El metabolismo de la glucosa puede detectarse por una prueba de laboratorio llamada 
curva de tolerancia a la glucosa (figura 36-6). La prueba consiste en determinar la 
concentración de glucosa sanguínea en un individuo en ayuno de 12 h, antes y después 
de la ingesta de una solución con 75 g de glucosa. La medición de la glucosa se efectúa a 
diferentes tiempos, más a menudo a los 30, 60, 90 y 120 min, y en algunos casos hasta 
180 min. El aumento de la glucosa en la primera parte de la curva es el reflejo de la 
absorción del carbohidrato. El decremento del azúcar en los tiempos subsecuentes se 
debe a la conjunción de secreción de la insulina por las células B y entrada de glucosa en 
los tejidos, en particular músculo e hígado. La American Diabetes Association (ADA) 
ha establecido como valores normales concentraciones de glucosa en ayuno entre 70 y 
100 mg/dL. Se consideran normales a las 2 h de la ingesta valores menores de 140 
mg/dL. El estado en el cual las concentraciones de glucosa 2 h después de la ingesta son 
mayores de 140 mg/dL y menores de 199 mg/dL se denomina intolerancia a la glucosa. 
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Figura 34-6. Curva de tolerancia a la glucosa en individuos sanos. 
Metabolismo posprandial de los lípidos. Los lípidos provenientes de la alimentación 


son transportados por los quilomicrones desde el espacio intercelular de los enterocitos 
hacia la circulación sanguínea a través de un sistema en el que participan el torrente 
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linfático, el conducto torácico y la vena cava. En el endotelio vascular del tejido adiposo, 
la enzima lipoproteína lipasa hidroliza los quilomicrones, y de esta manera los ácidos 
grasos se liberan y son captados por los adipocitos. La actividad de esta enzima se 
favorece cuando aumenta la insulina en la sangre. Los ácidos grasos así liberados se 
esterifican con el glicerol-fosfato que se produce a partir de la glucosa, en un proceso que 
requiere el transporte de este azúcar por el transportador GLUT4 y la formación de la 
triosa en la vía de la glucólisis. También la insulina aumenta la actividad de las enzimas 
que esterifican los ácidos grasos con el glicerol-fosfato para formar los triacilglicéridos, 
principal reserva energética del organismo. Es importante recordar que los adipocitos no 
poseen la capacidad de usar al glicerol exógeno debido a la carencia de la enzima glicerol- 
cinasa, por lo que la esterificación de los ácidos grasos depende de la formación de 
glicerol fosfato proveniente de la glucosa. 

Por otra parte, en el periodo temprano del estado posprandial, la insulina restringe la 
lipólisis disminuyendo el cAMP mediante la activación de la fosfodiesterasa 3B, enzima 
que, como se señaló en la sección anterior de señalización de la insulina, es activada por 
la proteína AKT/PKB. 

Metabolismo posprandial de las proteínas. Los aminoácidos de las proteínas que se 
ingieren son usados de preferencia para la síntesis de proteínas, proceso que se encuentra 
activo por la presencia de la insulina. La insulina también tiene un efecto inhibidor sobre 
la degradación de las proteínas. 
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Metabolismo en ayuno 


Las reservas de glucógeno y de triacilglicéridos generadas con la alimentación servirán 
como fuente de energía en el ayuno. Se considera que, en condiciones normales, a las 3 
o 4 h de la falta de ingestión de alimento se inician los procesos para obtener energía de 
estas reservas. A continuación se describen las vías metabólicas activas durante el ayuno, 
ilustradas en la figura 34-7. 
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Figura 34-7. Metabolismo en ayuno. 


Metabolismo en ayuno de los carbohidratos. En el estado de ayuno, la disminución 
en las concentraciones plasmáticas de insulina y el aumento de las hormonas que 
contrarrestan la acción de esta hormona, como glucagon, glucocorticoides y 
catecolaminas, contribuyen en la liberación de glucosa al torrente sanguíneo. Son dos 
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vías metabólicas activadas en el hígado las que efectúan esta liberación: la degradación 
del glucógeno y la gluconeogénesis. De esta manera se provee la glucosa para satisfacer 
las necesidades energéticas en este periodo. La liberación de glucosa sanguínea se 
produce al inicio por la glucogenólisis y más tarde por la gluconeogénesis. La 
elucogenólisis se inicia hacia las 3 h y termina debido a la depleción de las reservas de 
glucógeno a las 30 h de ayuno, en tanto que la gluconeogénesis abastece de glucosa más 
o menos a partir de las 4 h y puede continuar por decenas de días. 

El músculo no es capaz de liberar la glucosa que se encuentra almacenada en forma de 
glucógeno, debido a la carencia de la enzima glucosa-6-fosfatasa; sin embargo, puede 
participar de manera importante en la gluconeogénesis liberando lactato a la circulación, 
el cual es tomado por el hígado para sintetizar glucosa. 

Metabolismo en ayuno de los lípidos. La disminución de la insulina y el aumento del 
glucagon y de las catecolaminas inducen la lipólisis, vía metabólica por la cual los 
triacilelicéridos se hidrolizan en glicerol y ácidos grasos. Estos últimos son la fuente más 
importante de energía en el ayuno para la gran mayoría de los tejidos, pero no para el 
cerebro, que necesita glucosa. La energía proveniente del metabolismo de los ácidos 
grasos se obtiene por la P-oxidación, vía metabólica muy activa en el tejido muscular. Un 
aumento de los ácidos grasos en el hígado favorece la síntesis de cuerpos cetónicos, 
fuente de energía para otros tejidos, pero no para el tejido hepático, que posee baja 
actividad de [f-cetoacil-CoA transferasa y, por ende, muy limitada capacidad de 
transformar el acetoacetato en acetoacetil-CoA. 

Metabolismo en ayuno de las proteínas. El estado de ayuno favorece la degradación 
de las proteínas; sin embargo, dada la importancia funcional de éstas, el organismo 
procura evitar o retrasar su degradación. Se considera que la degradación de proteínas se 
inicia después de las 24 h de no consumir alimentos. 
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Clasificación de la diabetes 


O 
© Los tipos de diabetes más comunes son diabetes tipo 1, diabetes tipo 2 y diabetes gestacional. 
Además de éstos, existen otros tipos específicos de la enfermedad. Enseguida se describe la 
clasificación de diabetes de 2016 de la American Diabetes Association (ADA), y se resume en el 
cuadro 34-3. 


Cabe señalar que en 2016 la ADA ha dado la recomendación de no designar a las 
personas con la enfermedad con el nombre de diabéticos, sino como pacientes con 
diabetes. En tanto que el término diabético puede usarse como adjetivo, por ejemplo: 
coma diabético. Otras organizaciones también se encuentran uniéndose a esta 
recomendación. 


Cuadro 34-3. Clasificación de los tipos de diabetes 


I. Diabetes tipo 1 
II. Diabetes tipo 2 


TIL. Otros tipos: 
A) Defectos genéticos de la célula B 
B) Defectos genéticos en la acción de la insulina 
C) Alteraciones en el páncreas exocrino 
D) Endocrinopatías 
E) Diabetes inducidas por fármacos o agentes químicos 
F) Formas inmunitarias no comunes 
G) Otros síndromes asociados con diabetes 


IV. Diabetes gestacional 


Diabetes tipo 1 


En la mayoría de los casos, la diabetes tipo 1 se debe a la destrucción autoinmune de las 
células B pancreáticas, que ocasiona deficiencia en la producción y por ende en la 
secreción de insulina. Sin embargo, hay un muy pequeño número de casos de diabetes 
con etiología desconocida, en los cuales existe insulinopenia sin indicios de 
autoinmunidad. Los pacientes con diabetes tipo 1 requieren la administración de insulina 
para sobrevivir, por lo que se le denominó durante un tiempo diabetes mellitus 
insulinodependiente. Otro término usado para describir este trastorno es el de diabetes 
juvenil, ya que aparece en edades tempranas. Sin embargo, aunque no es frecuente, 
puede también iniciarse en adultos, aun en octavo o noveno decenio de vida. Su 
frecuencia mundial es de cerca de 10% de todos los casos de diabetes. Existe una 
variación geográfica muy marcada en su prevalencia; son los países escandinavos los que 
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muestran los índices más altos de este padecimiento. En esta forma de diabetes la rapidez 
de la destrucción de las células B es variable. Por lo general es muy rápida en niños y 
lactantes, en tanto que cuando llega a presentarse diabetes tipo 1 en adultos la 
destrucción de células $ ocurre con lentitud. El daño autoinmune de las células f tiene 
múltiples factores de predisposición. Se ha encontrado que la diabetes tipo 1 está 
asociada al complejo de histocompatibilidad HLA, grupo de proteínas que caracteriza a 
cada individuo y que es usado por el sistema inmunitario para diferenciar células propias 
y extrañas. Los individuos que poseen HLA de tipo DR3/DQ2 y DR4/ DQ8 son más 
susceptibles a desarrollar diabetes tipo 1. 

Los factores genéticos no son determinantes absolutos del desarrollo de la diabetes tipo 
1. En gemelos monocigotos se ha encontrado una concordancia de 30 a 50% en el 
desarrollo de la enfermedad, lo que indica que hay influencias no genéticas. Además, el 
hecho de que la incidencia de diabetes tipo 1 aumente en 3% por año (una tasa 
demasiado alta para atribuirse a cambios en la susceptibilidad genética) sugiere la 
participación ambiental. Se ha encontrado que infecciones virales, agentes químicos y 
algunos componentes de alimentos son factores de riesgo para la enfermedad. Muchos 
pacientes con diabetes tipo 1 presentan indicios de haber padecido enfermedades virales 
como paperas, rubéola, infecciones por citomegalovirus, enterovirus (coxsackie) y 
retrovirus, o por Streptomyces, una bacteria que produce estreptozotocina (la cual 
destruye las células p). La diabetes tipo 1 también se ha vinculado con vacunación antes 
de los dos meses de edad y factores perinatales como la incompatibilidad del grupo 
sanguíneo. Se ha encontrado asimismo que algunos componentes de los alimentos 
pueden favorecer la aparición de diabetes. Ejemplos de ellos son la leche de vaca 
administrada a edad temprana, compuestos N-nitroso en el ahumado de alimentos, así 
como la enfermedad celiaca. 


Diabetes tipo 2 


La diabetes tipo 2 representa alrededor de 85 a 90% de los casos totales de diabetes en el 
mundo. Se caracteriza por decremento en la acción de la insulina, secreción anormal de 
insulina o ambas cosas. El padecimiento suele presentarse después de los 40 años de 
edad, por lo que también se le conoce como diabetes de la edad adulta, sin embargo, 
cada vez es más frecuente encontrar pacientes menores de esta edad, incluyendo niños. 
Otro nombre que ha recibido es el de diabetes no insulinodependiente, ya que puede 
tratarse sin necesidad de la administración de insulina, mediante agentes farmacológicos. 
A diferencia de la diabetes tipo 1, para la cual existe una variación geográfica muy 
marcada en su prevalencia, la diabetes tipo 2 se distribuye en todo el mundo. Este tipo de 
diabetes, en particular, es el que se ha incrementado de manera epidémica en los últimos 
decenios. 

Si bien el factor genético participa en el desarrollo de la diabetes tipo 2, el modo de 
vida es determinante en la aparición de la enfermedad. La excesiva ingesta de alimentos 
con alto índice de calorías y la disminución de la actividad física predisponen al 
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desarrollo de ella. La importancia del modo de vida como desencadenante de la diabetes 
tipo 2 ha emergido de múltiples estudios que han encontrado que individuos con el 
mismo componente genético desarrollan diabetes dependiendo del modo de vida. El caso 
más claro se observa en los indios pima, un grupo étnico que habita en Arizona, EUA, y 
en Sonora, México. El porcentaje de pacientes con diabetes-tipo 2 en los pima de 
Arizona es de 35%, en tanto que, con el mismo componente genético, la población pima 
mexicana que presenta la enfermedad es de 3.5%. La diferencia en el modo de vida es 
notable entre los dos grupos: los pima estadounidenses se alimentan sobre todo de 
comida industrializada, su actividad laboral es sedentaria y tienen condiciones de vida de 
comodidad moderna, en tanto que los indios pima de México viven de la agricultura y la 
silvicultura, se alimentan de productos agrícolas y llevan una vida rural. Ejemplos 
semejantes se observan en otros grupos étnicos como los wallis, de la Polinesia, que en el 
contexto rural presentan 2% de diabetes y en el contexto urbano este porcentaje sube a 
12%. En múltiples poblaciones que emigran de una vida rural a las grandes ciudades se 
encuentra también este efecto. Sin embargo, cada vez es más frecuente que productos 
industrializados con alto contenido de azúcar y lípidos lleguen a comunidades rurales y se 
adopten como parte de la forma de vida, por lo que la asociación entre la vida rural y el 
menor porcentaje de pacientes con diabetes, por desgracia, comienza a perderse. 

El desarrollo de diabetes tipo 2 guarda mucha relación con la obesidad, la cual se 
observa en más de 50% de los varones y 70% de las mujeres con diabetes. En particular, 
la obesidad en la región superior del cuerpo y el aumento en el depósito de grasa visceral 
son factores que elevan el riesgo de desarrollo de diabetes tipo 2. Otro factor de riesgo es 
la inadecuada nutrición durante el embarazo y la lactancia. 


Otros tipos de diabetes 


A) Diabetes por defectos genéticos de la célula f. Los defectos genéticos de la 
célula B, llamados por lo común diabetes del adulto de inicio juvenil (MODY, del 
inglés maturity onset diabetes of the young), se producen por mutaciones en 
proteínas que participan de manera crítica en el funcionamiento de las células B. Este 
tipo de diabetes aparece, como su nombre lo indica, en individuos jóvenes, por lo 
general antes de los 25 años. El grupo de enfermedades se caracteriza por defectos 
en la secreción de la insulina y no presentan alteraciones en la acción de esta 
hormona. También existen dos formas de diabetes neonatal diabetes que puede ser 
transitoria o permanente. La causa genética más común de la diabetes transitoria es 
un defecto en el imprinting de ZAC e HYMAI (por sus nombres en inglés: zinc 
finger protein associated with apoptosis and cell cycle arrest, e imprinted in 
hydatidiform mole). La diabetes neonatal permanente se debe a un defecto en el gen 
que codifica para la subunidad Kir 6.2 del canal de potasio sensible a ATP. El 
diagnóstico de la etiología de éstas es importante, ya que la diabetes neonatal 
permanente puede controlarse por el uso de sulfonilureas. 

La diabetes tipo MODY se hereda de manera autosómica dominante. A la fecha se han 
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descrito mutaciones en siete genes, lo que origina siete diferentes grupos de pacientes 
MODY. La gran mayoría de los casos se deben a mutaciones de proteínas que 
participan en la regulación de la síntesis del RNA mensajero de proteínas requeridas 
para la síntesis y secreción de la insulina. Los pacientes MODY 1, 3, 4, 5, y 6 deben 
su diabetes a mutaciones en los factores transcripcionales HNF-4a, HNF-1a, IPF-1, 
HNF-1f$ y P-2/Neuro; la forma más común de este tipo de diabetes es la diabetes 
MODY 3. 

Los pacientes con MODY 2 presentan mutaciones que hacen menos activa la 
elucocinasa, enzima que cataliza la conversión de glucosa en glucosa-6-fosfato. La 
enzima está presente en el hígado y en las células B pancreáticas, y tiene un papel 
clave en la homeostasis de la glucosa. 

Los pacientes con MODY 7 presentan disfunción mitocondrial por mutaciones en el 
DNA de la mitocondria. Esto provoca defectos en el funcionamiento de este organelo 
y como consecuencia en la producción de ATP. 

Otra anomalía genética de este grupo de enfermedades es la incapacidad de 
transformar la insulina inmadura (proimsulina) a su forma activa, la insulina. Este 
defecto se ha visto en muy pocos pacientes y tiene un patrón de herencia autosómico 
dominante. 

B) Defectos genéticos en la acción de la insulina. Existen casos poco frecuentes en 
que la diabetes se produce por anomalías genéticas de proteínas que participan en la 
acción de la insulina. Los pacientes con este tipo de diabetes son los que presentan 
resistencia a la insulina tipo A, síndrome de Rabson-Mendelhall, leprachaunismo y 
diabetes lipoatrófica. En los tres primeros casos se sabe que el defecto genético se 
debe a mutaciones en el receptor de insulina. Para la diabetes lipoatrófica no se han 
encontrado mutaciones en el receptor, por lo que se considera que el defecto se 
localiza en alguna de las otras proteínas de la cascada de señalización de la insulina. 

C) Alteraciones en el páncreas exocrino. Cualquier proceso que dañe el páncreas 
puede desencadenar diabetes. Procesos traumáticos, pancreatitis, infección, 
pancreotomía y carcinoma pancreático son algunos ejemplos. Excepto en el último 
trastorno, el daño del páncreas tiene que ser muy extenso para causar diabetes. 

D) Endocrinopatías. Las endocrinopatías son enfermedades en que se produce un 
aumento de los niveles de hormonas que antagonizan la acción de la insulina, como 
lo son hormona de crecimiento, cortisol, glucagon y adrenalina, los cuales pueden ser 
causales de diabetes. Entre las enfermedades que originan diabetes se encuentran 
acromegalia, síndrome de Cushing, glucagonoma y feocromocitoma. La diabetes por 
endocrinopatías suele ser pasajera y se resuelve cuando los niveles de estas 
hormonas se controlan y se mantienen en las concentraciones normales. En otras 
enfermedades como el somastatinoma y la hipopotasemia inducida por aldosterona, 
la susceptibilidad al desarrollo de diabetes está dada por la inhibición de la secreción 
de la insulina. En estos casos la hiperglucemia por lo general se reduce al extirpar el 
tumor. 

E) Diabetes inducida por fármacos o sustancias químicas. Muchos fármacos y 
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sustancias químicas alteran la secreción de insulina. Estas sustancias no son per se 
causantes de diabetes, pero precipitan la enfermedad en individuos con resistencia a 
la insulina. Entre este tipo de sustancias se encuentra la N-3-piridilmetil- N”-4- 


nitrofenilurea (Vacor ”), un raticida, y la pentamida; ambas dañan de forma 
permanente las células B pancreáticas. Existen informes que indican que los pacientes 
que reciben interferón a desarrollan diabetes asociada con autoinmunidad y, en 
ciertos casos, con deficiencia grave de insulina. Otros causantes de diabetes son los 
elucocorticoides y sus derivados, sustancias que en la actualidad se usan mucho 
contra procesos inflamatorios y alérgicos, por lo que el tratamiento de estos 
padecimientos con glucocorticoides debe evaluarse con cuidado, para evitar el 
desarrollo de diabetes. Tratamientos con hormonas tiroideas, agonistas adrenérgicos ß 
y dilantina son también factores de riesgo para el desarrollo de diabetes. 

F) Infecciones. Diversas infecciones virales se asocian con el desarrollo de diabetes, 
como rubéola congénita, infecciones por coxsackievirus B, citomegalovirus, 
adenovirus y paperas. 

G) Formas poco comunes de diabetes producida por procesos inmunitarios. 
Existen dos grupos de enfermedades autoinmunitarias que cursan con diabetes: a) 
síndrome de hombre rígido, un padecimiento del sistema nervioso central que se 
caracteriza por rigidez de los músculos axiales y espasmos dolorosos; b) 
enfermedades en las que se producen anticuerpos contra el receptor de insulina, las 
cuales pueden causar diabetes debido a un impedimento de la unión de la hormona 
con su receptor. Los pacientes con anticuerpos contra el receptor de insulina con 
frecuencia tienen acantosis pigmentaria. 

H) Otros síndromes genéticos. Otros síndromes genéticos que cursan con diabetes 
son anomalías cromosómicas tales como los síndromes de Down, Klinefelter y 
Turner, al igual que los síndromes de Laurence-Moon-Bield, Prader-Willis y 
Wolfram, este último un padecimiento autosómico recesivo que se caracteriza por 
diabetes por falta de insulina y ausencia de células u. Otros síndromes genéticos son 
la ataxia de Friedreich y porfiria. 


Diabetes gestacional 


La diabetes gestacional se presenta en alrededor de 7% de los embarazos. Se define 
como cualquier caso de intolerancia a la glucosa diagnosticado por primera vez en el 
embarazo. Esta clasificación se aplica tanto en los casos en que dicho estado se revierte 
después del parto (que son la mayoría), como en aquellos en que la anomalía persiste 
después del embarazo. Sin embargo, esta definición tiene sus limitantes, ya que no es 
posible excluir que la tolerancia a la glucosa, detectada en el transcurso del embarazo, 
pudo haber sido una alteración anterior a ésta. La diabetes gestacional se debe a los 
cambios hormonales que se producen en éste, y cuya función es la de favorecer el 
desarrollo del feto. 
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Alteraciones metabólicas en la diabetes 


Existe toda una serie de alteraciones metabólicas que surgen como resultado de los 
diferentes tipos de diabetes. Las más importantes se enumeran enseguida. 


Alteraciones metabólicas en la diabetes tipo 1 


Como consecuencia de la destrucción autoinmune de las células f, las alteraciones 
metabólicas de la diabetes tipo 1 provienen de la carencia de insulina; el resultado es un 
transporte deficiente de glucosa al interior de las células mediado por los trasportadores 
GLUT4, dependientes de la acción de la insulina. Tampoco ocurre el aumento en la 
actividad de las enzimas que participan en la síntesis del glucógeno. Además, la escasez 
de glucosa en el interior de la célula y la carencia de insulina repercuten en el decremento 
de la glucólisis y de la fB-reducción, vías requeridas en la lipogénesis. Por otro lado, dado 
que la insulina tiene un efecto restrictivo sobre la producción hepática de glucosa 
(gluconeogénesis), la falta de la hormona provoca que este proceso continúe, y tiene 
como consecuencia un aumento adicional de la glucemia. 

Aparte de disminuir la lipogénesis, otra anomalía en el metabolismo de los lípidos en la 
diabetes tipo 1 ocurre en la captación de triacilglicéridos en el tejido adiposo. Este 
proceso se ve afectado por la reducida actividad de la lipoproteína-lipasa, enzima que se 
activa en presencia de insulina. Por otro lado, los ácidos grasos no se esterifican con el 
glicerol debido a que: a) este proceso requiere el transporte de la glucosa por el 
transportador GLUT4, que está afectado, y b) la falta de insulina provoca que no se lleve 
a cabo la esterificación de los ácidos grasos con el glicerol-fosfato para formar los 
triacilelicéridos. Como consecuencia ocurre aumento de triacilglicéridos y ácidos grasos 
en el torrente sanguíneo. Además, como la insulina tiene funciones restrictivas sobre la 
lipólisis, este proceso no se efectúa y aumenta la concentración de ácidos grasos en la 
sangre. El aumento de los ácidos grasos circulantes favorece la síntesis de cuerpos 
cetónicos; de hecho, su aumento descontrolado es responsable del coma diabético. La 
disminución o carencia (o ambas) de insulina también afecta la síntesis de proteínas y 
promueve su degradación. 


Alteraciones metabólicas en la diabetes tipo 2 


A diferencia de la diabetes tipo 1, en la cual las alteraciones metabólicas resultan de la 
falta de la insulina, la diabetes tipo 2 se caracteriza por combinaciones variables de 
defectos en la acción y en la secreción de la insulina. Una anomalía temprana de la 
enfermedad es una respuesta insuficiente de los tejidos a la acción de esta hormona en 
las concentraciones en las que produce su efecto, situación que se conoce como 
resistencia a la insulina, y que, como ya se describió, se debe a defectos en la cascada de 
señalización de esta hormona. La resistencia a la insulina ha sido propuesta como el 
factor de unión clave en el síndrome metabólico para la intolerancia a la glucosa y la 
dislipidemia. Esta anomalía metabólica puede prolongarse por años y no necesariamente 


booksmedicos.org 


desembocar en diabetes. El estado diabético se desarrolla cuando la secreción de insulina 
es incapaz de sostenerse para compensar la resistencia a la insulina, y es en esta etapa 
cuando se presenta la hiperglucemia tanto en ayuno como en el estado posprandial. 


D 


2 En la figura 34-8 se describen las alteraciones metabólicas que se presentan en la resistencia a la 
insulina y que forman parte del síndrome metabólico (cuadro 34-4). 
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Figura 34-8. Alteraciones metabólicas en la resistencia a la insulina. 


Cuadro 34-4. Criterios para el diagnóstico del síndrome metabólico propuestos por diferentes 
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organizaciones internacionales 


Absolutamente Hiperinsulinemia en ayuno. Circunferencia de cintura. Para la población nativa  Hiperinsulinemia 
requerido Insulina en plasma por arriba de de América Latina se considera o igual a 90 cm 
percentil 75. El criterio de para hombres y menor o igual a 80 cm para 
hiperinsulinemia sólo aplica a mujeres. 
pacientes sin diagnóstico de Si el índice de masa corporal es mayor a 30 
diabetes tipo 2 kgm, se asume la existencia de obesidad central 
Criterio Hiperinsulinemia, más dos de los Obesidad central más dos de los siguientes Hiperinsulinemia, 
criterios siguientes: factores: más dos de los 
criterios siguientes: 
Obesidad Circunferencia de cintura mayoro Obesidad central definida como circunferenciade Índice de masa 
igual a 94 cm en hombres y cintura corporal 30 kg/m2 
mayor e igual a 80 cm en mujeres 
Glucemia Glucosa en ayuno igual o mayor Concentración de glucosa sanguínea en ayunas 
110 mg/dL mayor o igual a 100 mg/dL. Si ésta sobrepasa 
estos valores se recomienda efectuar una curva de 
tolerancia a la glucosa, sin embargo, ésta no es 
necesaria para definir la presencia del síndrome 
Dislipidemia Concentraciones de triglicéridos Concentraciones sanguíneas de triglicéridos igual o Concentraciones 
sanguíneos igual o mayores a177 mayor a 150 mg/dL sanguíneas de 
mg/dL Concentraciones de colesterol HDL menor a40 triglicéridos igual o 
Colesterol HDL menor a 39 mg/dL en hombres y menor a 50 mg/dL en mujeres mayor a 150 mg/dL 
mg/dL Colesterol HDL 
menor 35 mg/dL 
(hombres), menor 
39 mg/dL mujer 
Hipertensión Presión arterial elevada: igual o Presión arterial elevada: sistólica igual o mayor: Presión arterial 
mayor: 140/90 mm Hg 130/85 mmHg elevada: igual o 
mayor a 140/90 mm 
Hg 
Microalbuminuria Albúmina/creatinina 
igual o mayor a 30 
mg/g 


Consecuencias de la resistencia a la insulina sobre el metabolismo en los 


diferentes tejidos. La resistencia a la acción de la insulina disminuye la captación de la 
glucosa y la síntesis del glucógeno, lo cual se traduce en que la glucemia permanece 
elevada; esto estimula la secreción de insulina y causa hiperinsulinemia. Asimismo, la 
resistencia a la insulina causa supresión defectuosa de la producción hepática de glucosa. 
El metabolismo de los lípidos se encuentra desregulado, y como consecuencia se 
presenta dislipidemia. Los procesos subyacentes se deben a que, por un lado, existe una 
respuesta defectuosa al efecto de la insulina sobre la actividad de la lipoproteína lipasa, lo 
que repercute en una deficiente captación de los triacilelicéridos. Por otro lado, en el 
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tejido adiposo los ácidos grasos no se esterifican con el glicerol, debido a que este 
proceso requiere del transporte de la glucosa por el transportador GLUT4, que está 
disminuido. La acción antilipolítica de la insulina también es menor, lo que favorece la 
degradación de los triacilglicéridos en el tejido adiposo y la generación adicional de ácidos 
grasos libres por esta vía. En el hígado los ácidos grasos se esterifican para formar 
triglicéridos, lo que resulta en mayor cantidad de VLDL. Las VLDL son transformadas a 
LDL, las cuales promueven formación de ateroma. Por otro lado, los triglicéridos de las 
VLDL se transfieren al colesterol HDL por la proteína transportadora de ésteres de 
colesterol (CETP por sus siglas en inglés) en intercambio por ésteres de colesterol, 
resultando en HDL enriquecidas con triglicéridos, estas partículas son mejor sustrato para 
la lipasa hepática, dejando menos partículas HDL para participar en el transporte reverso 
del colesterol. 

Para complicar la situación metabólica, la lipogénesis, vía estimulada por la insulina, no 
presenta resistencia a la hormona, por lo que la síntesis de triacilglicéridos en el hígado 
continúa, y dado que existe hiperinsulinemia, la insulina activa la lipogénesis. Tampoco 
existe resistencia en el proceso de esterificación de los ácidos grasos, que como se ha 
señalado están incrementados. Estas alteraciones repercuten en un aumento de 
triacilelicéridos en el hígado, provocando hígado graso no alcohólico, así como 
incrementos en las concentraciones de triacilglicéridos-VLDL y de ácidos grasos en el 
torrente sanguíneo. 

El incremento en los ácidos grasos libres en el suero exacerba el estado de resistencia, 
ya que aquellos interfieren en las reacciones de fosforilación que se llevan a cabo en la 
vía de señalización de la insulina. La manera en que afectan los ácidos grasos la 
señalización de la insulina se debe a su transformación en compuestos como ceramidas y 
diacil-glicerol. 

El aumento de los ácidos grasos también participa en un incremento de la 
eluconeogénesis en el hígado. Por un lado su oxidación produce acetil-CoA, y ésta a su 
vez inhibe la actividad de la piruvato deshidrogenasa, lo cual eleva las concentraciones 
intracelulares del sustrato de esta enzima, el piruvato. Dado que este metabolito es 
también el sustrato de la piruvato carboxilasa, y la acetil-CoA es activador de esta 
enzima, la gluconeogénesis resulta estimulada desde el inicio de la vía. 

Desarrollo de diabetes tipo 2 a partir de la resistencia a insulina. La diabetes tipo 
2 surge cuando las células B pancreáticas no logran secretar suficiente insulina para 
responder a la demanda ocasionada por la resistencia a la hormona. En algunos casos, en 
particular al principio de la enfermedad, cuando el daño a las células B no es tan 
profundo, pueden coexistir hiperglucemia e hiperinsulinemia, ya que, a pesar de los 
niveles aumentados de la insulina, ésta no logra compensar la resistencia a la hormona y 
se manifiesta la hiperglucemia. Es importante señalar que la presencia de insulina en esta 
etapa previene la lipólisis exacerbada, por lo que las concentraciones de ácidos grasos 
sanguíneos y la formación de cuerpos cetónicos son mucho menores que en la diabetes 
tipo 1. 

La sobrecarga de producción y secreción de la insulina para compensar la resistencia a 
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la insulina, termina afectando la secreción de insulina y produce la disminución de la 
población de células B (también llamada masa de células f). Estudios recientes han 
evidenciado que la población de células B tiene un papel fundamental para determinar si 
un individuo evolucionará hacia diabetes tipo 2. 

La importancia de las células B para determinar el desarrollo de diabetes tipo 2 explica 
porqué una nutrición inadecuada durante la gestación y la lactancia, periodos críticos para 
la maduración de la función de los islotes, es un factor de riesgo para el desarrollo del 
padecimiento. La nutrición deficiente afecta el desarrollo del tejido y por tanto la 
capacidad del islote de responder a retos metabólicos (dietas ricas en carbohidratos y 
grasas, agentes tóxicos, entre otros) en periodos posteriores de la vida. 

Con el paso del tiempo la hiperglucemia, si no se controla, deteriora la producción y la 
secreción de insulina. Este daño es la evolución usual en la mayoría de los pacientes con 
diabetes tipo 2, y muchos de ellos, después de unos 10 años con diabetes, terminan con 
niveles muy disminuidos de insulina. Esto ocasiona que las anomalías metabólicas en esta 
etapa tardía de la diabetes tipo 2 sean parecidas a las que se observan en la diabetes tipo 
1, debidas a la falta de insulina. 


© Obesidad. La obesidad forma parte del síndrome metabólico y tiene una participación muy 
importante en el desarrollo de la diabetes tipo 2. En el sobrepeso y el estado obeso existe resistencia a 
la insulina. La obesidad es, por su origen, una enfermedad del tejido adiposo que resulta de la excesiva 
expansión del tamaño (hipertrofia) y cantidad (hiperplasia) de los adipocitos. La hipertrofia afecta el 
funcionamiento de las células adiposas y se considera la principal desencadenante de las alteraciones 
presentes en la obesidad. 


Los adipocitos hipertróficos tienen menor contenido de transportadores de glucosa 
GLUT4 y menor translocación de éstos en respuesta a la insulina, por lo que la menor 
entrada de glucosa repercute en menor formación de triosas por la vía de la glucólisis y 
por ende menor fuente de glicerol-fosfato para la esterificación de los ácidos grasos. 
Además, los adipocitos hipertróficos son resistentes a los efectos antilipolíticos de la 
insulina, de lo que resulta un aumento sostenido de las concentraciones de ácidos grasos 
en la sangre. Se ha propuesto que tal incremento eleva la producción intracelular de 
compuestos derivados de ácidos grasos, como ceramida y diacil-glicerol, que producen 
interferencia con la cascada de señalización de la insulina y por ende resistencia a la 
insulina. Los adipocitos hipertróficos tienen alterada la secreción de adipocinas, proteínas 
secretadas por el tejido adiposo que participan de manera endocrina en el mecanismo 
molecular de señalización a la insulina. La expansión del tamaño de los adipocitos 
disminuye la producción de adiponectina, una proteína que tiene efectos positivos en la 
sensibilidad a la insulina y la homeostasis de la glucosa. Por otro lado, el aumento de 
tamaño de los adipocitos favorece la producción de citocinas que causan resistencia a la 
insulina como la resistina, las interleucinas 1 e interleucinas 6, y el factor de necrosis 
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tumoral a (TNF-a). 

Los adipocitos que se encuentran en el tejido visceral, comparados con los presentes en 
el tejido subcutáneo, son más susceptibles a lipólisis incrementada, mayor secreción de 
citocinas proinflamatorias y menor producción de adiponectina. Esta diferencia es la 
causa de que el aumento en el depósito de grasa visceral sea un factor de riesgo en el 
desarrollo de diabetes tipo 2. 


Alteraciones metabólicas en la diabetes por defectos 
genéticos de la célula f 


Los pacientes con MODY 1, 3, 4, 5 y 6, cuya diabetes se debe a mutaciones en factores 
de transcripción, sufren degradación rápida y progresiva del funcionamiento de las células 
B, de modo que en el tercer decenio de vida ya presentan decremento evidente de la 
secreción de insulina, que cursa con glucemia elevada y requiere tratamiento con insulina. 
Ello se debe a que estos factores transcripcionales regulan de manera concomitante la 
síntesis de proteínas que participan en el transporte de glucosa, la glucólisis y el 
metabolismo mitocondrial que, como se vio antes, constituyen la serie de pasos por los 
que se secreta insulina en respuesta a la glucosa. 

Los pacientes con MODY 2 presentan mutaciones que hacen menos activa la 
elucocinasa. La enzima está presente en el hígado y en las células $ pancreáticas, y juega 
un papel clave en la homeostasis de la glucosa. En el hígado, su actividad es crítica para 
la captación de glucosa y la síntesis de glucógeno en el estado posprandial. En la célula f, 
la glucocinasa regula de manera importante la secreción de insulina. Al ser menos activa 
la glucocinasa pancreática se retrasa la secreción de la hormona en respuesta a la glucosa. 
La combinación de secreción disminuida de insulina y menor síntesis de glucógeno en el 
hígado provocan un aumento en las concentraciones plasmáticas de glucosa. Sin 
embargo, a diferencia de los pacientes con MODY que tienen defectos en genes que 
codifican factores transcripcionales, los pacientes MODY 2 presentan una diabetes 
moderada que en esencia no cambia con la edad y por lo general no requiere tratamiento 
con insulina. 

Los pacientes con MODY 7 tienen disfunción mitocondrial por mutaciones en el DNA 
de la mitocondria. Esto provoca defectos en la producción de ATP, y por ende la relación 
ATP/ADP, participante importante en la secreción de insulina al cerrar los canales de 
potasio sensibles a ATP, y como resultado disminuye la secreción de la hormona. 


Alteraciones metabólicas en la diabetes gestacional 


En el embarazo normal ocurre resistencia a la insulina debido a los efectos de las 
hormonas placentarias y la progesterona. El objetivo fisiológico es el de favorecer la 
transferencia de nutrimentos hacia el feto. Los efectos de estas hormonas contra la 
acción de la insulina alcanzan sus máximos niveles en el segundo y tercer trimestres del 
embarazo. Como resultado de ello los niveles de glucosa posprandiales se elevan, lo cual 
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se compensa con hiperinsulinemia. La lipólisis también se encuentra aumentada, lo que 
causa incremento de los ácidos grasos, que a su vez producen ceramidas y diacil- 
eliceroles que inducen resistencia a la insulina. Algunas mujeres no poseen células B con 
la reserva necesaria de insulina para contrarrestar la resistencia a la hormona, y como 
consecuencia desarrollan diabetes gestacional. Por lo común la anomalía se revierte 
después del parto; sin embargo, una mujer que presenta diabetes gestacional tiene más 
probabilidades de desarrollar diabetes tipo 2 en etapas posteriores de su vida. 
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Bases metabólicas de los síntomas y signos de la diabetes 


Los síntomas y signos de la diabetes, cualquiera que sea su etiología, son glucosuria 
(presencia de glucosa en la orina), poliuria (aumento en la producción de orina), 
polidipsia (aumento de la sed), polifagia (hambre), pérdida de nitrógeno, cetosis y pérdida 
de peso. Sin embargo, estos síntomas y signos no siempre son aparentes y su presencia 
depende de la intensidad de las alteraciones metabólicas. A continuación se detallan los 
mecanismos que producen tales efectos. 

En condiciones normales la glucosa sanguínea se reabsorbe en su totalidad al nivel de 
las nefronas, unidades funcionales del riñón donde se depura la sangre. Sin embargo, 
cuando los niveles de glucosa en la sangre rebasan la capacidad de reabsorción en el 
riñón (una cifra de alrededor de 200 mg/dL de glucosa en sangre), las nefronas permiten 
que se elimine glucosa por orina (glucosuria) para contrarrestar la hiperglucemia, lo cual 
arrastra consigo agua, generando el síntoma de poliuria. A su vez la pérdida de agua es la 
causante de la polidipsia. 

La pérdida de nitrógeno se debe a la degradación de proteínas, en especial musculares, 
para la obtención de aminoácidos para usarse como fuente de energía. La degradación de 
estos últimos aumenta la producción de urea y causa un balance negativo del nitrógeno. 

El estado más avanzado y peligroso en la diabetes se debe a la cetosis. El problema se 
inicia con una lipólisis descontrolada, que disminuye los depósitos de triacilglicéridos en el 
tejido adiposo, causando pérdida de peso, aumento de ácidos grasos en sangre y 
oxidación de éstos en el hígado. Cuando la oxidación resulta excesiva se produce un 
incremento exacerbado en la producción de cuerpos cetónicos, ácidos fuertes que se 
disocian al pH fisiológico y causan cetoacidosis. Los cuerpos cetónicos son los causantes 
del aliento con olor afrutado (a manzanas) o a acetona de los pacientes con diabetes. 

La intensidad de estos síntomas difiere entre los pacientes, y en muchos casos pasan 
inadvertidos. Ello sucede a menudo en la diabetes tipo 2, enfermedad menos grave que la 
diabetes tipo 1, lo que tiene como consecuencia que la detección de ésta se realice con 
frecuencia después de muchos años del inicio del padecimiento, en cuyo caso se 
descubre de manera fortuita en estudios de laboratorio (p. ej., en análisis preoperatorios). 
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Criterio para el diagnóstico de diabetes 


El criterio para el diagnóstico de diabetes ha cambiado con el tiempo, y cada vez se 
incluyen nuevos conceptos para la determinación de la enfermedad. En el cuadro 34-5 se 
presentan los criterios establecidos en 2016 por la American Diabetes Association 
(ADA) para el diagnóstico del padecimiento. Es importante señalar que existen 
diferencias entre las concentraciones de glucosa sanguínea consideradas normales entre la 
ADA y la Organización Mundial de la Salud (OMS), la cual considera que los niveles 
normales de glucosa son de 70 a 110 mg/dL. 


Cuadro 34-5. Criterios para el diagnóstico de diabetes 


Glucosa plasmática al azar > 200 mg/dL con síntomas (sed, poliuria, pérdida 
de peso) 

Glucosa plasmática en ayuno 70 a 100 mg/dL > 126 mg/dL 

75 gramos de glucosa oral (curva de tolerancia ala < 140 mgdLa2 >200a2h 

glucosa) horas 

Hemoglobina glucosilada <6.5% >6.5% 


Existe un rango de valores de glucosa considerada normal y otro que determina la 
presencia de diabetes. Las concentraciones intermedias entre 100 y 125 mg/dL de 
glucosa en ayuno son el resultado de una condición anormal en la homeostasis de la 
glucosa en ayuno, que recibe el nombre en inglés de impaired fasting glucose (IFG). 
Desde el punto de vista metabólico esta alteración se debe a la incapacidad de la insulina 
de suprimir la gluconeogénesis, encargada de producir glucosa durante la abstinencia de 
alimentos. Por otro lado, si a las 2 h de la ingesta los niveles de glucosa alcanzan cifras 
por arriba de 140 y hasta 199 mg/dL, éstos determinan la condición denominada 
intolerancia a la glucosa. Las razones metabólicas de esta anomalía son combinaciones 
variables leves entre defectos en la acción y en la secreción de la insulina. 

Además de las concentraciones de glucosa sanguínea, medida clásica en el diagnóstico, 
desde 2010 se ha incluido la detección de hemoglobina glucosilada. Este compuesto se 
produce por la reacción de la glucosa con la hemoglobina mediante un proceso de 
elucosilación no enzimática. En personas sin diabetes, los valores de la hemoglobina 
elucosilada son < 6.5%. En condiciones de hiperglucemia, aumenta la glucosilación de la 
hemoglobina en proporción directa con los niveles de glucosa. Dado que la vida de los 
eritrocitos, células en donde se encuentra la hemoglobina, es de 90 a 120 días, la 
presencia de la hemoglobina glucosilada es indicativa de la glucemia durante este periodo. 
Si bien este parámetro tiene las ventajas de representar de manera más estable el estado 
de la glucemia, no requiere condiciones de ayuno y no se modifica ante el estrés que 
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puede existir en la toma de la muestra, es importante considerar que la edad, raza y 
hemoglobinopatías, como la anemia, modifican sus valores. 

El conocimiento cada vez más profundo de las diversas etiologías de la diabetes 
también ha permitido incorporar nuevas pruebas de laboratorio para diferenciar el tipo de 
diabetes que afecta al paciente. En el caso de la diabetes tipo 1, debido a la destrucción 
de las células B, varias proteínas que abundan en estas células se liberan a la circulación 
sanguínea y estimulan la producción de anticuerpos. Éstos pueden detectarse por pruebas 
de laboratorio, y son muy útiles para diagnosticar la existencia de diabetes tipo 1 y 
diferenciarla de otros tipos de diabetes. Ello reviste gran importancia en la actualidad, 
debido al incremento de la diabetes tipo 2 en poblaciones cada vez más jóvenes, 
incluyendo a niños. Se considera que es indicativa de diabetes tipo 1 la presencia de uno 
o más anticuerpos contra insulina (IAA, del inglés insulin autoantibodies), células del 
islote pancreático (ICA, del inglés islet cell autoantibodies), descarboxilasa glutámica 
(GAD65), o tirosina fosfatasa IA-2 e IA-2b. 
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Complicaciones de la diabetes 


La hiperglucemia crónica resultante en todos los tipos de diabetes es la responsable de las 
complicaciones que presentan estos enfermos. Las complicaciones de la diabetes 
incluyen retinopatía, nefropatía, neuropatías y enfermedades cardiacas. Los daños se 
producen en células en las que el transporte de glucosa favorece la entrada de ésta con 
independencia de la insulina, lo que tiene como consecuencia un alto nivel de glucosa en 
su interior; ello explica por qué las complicaciones se generan dentro de la célula y no 
fuera. El desarrollo y la progresión de los daños son proporcionales a la magnitud de la 
hiperglucemia, por lo que es muy importante en el tratamiento de la enfermedad 
mantener bajas las concentraciones de glucosa. La hiperglucemia determina el desarrollo 
de complicaciones crónicas a través de varios mecanismos que se describen a 
continuación y que se esquematizan en la figura 34-9. El aumento de glucosa en el interior 
de la célula acelera su metabolismo, incrementando su oxidación, lo que da como 
resultado la producción de radicales libres. El exceso de éstos inhibe la enzima glucolítica 
eliceraldehído- 3-fosfato deshidrogenasa y favorece la acumulación de los metabolitos 
iniciales de la glucólisis, los cuales inducen la formación de diferentes productos a través 
de la vía del poliol, la glucosamina y la proteína cinasa C y la formación de productos de 
elucosilación avanzada. 
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| NADP + 
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Figura 34-9. Mecanismos bioquímicos mediante los cuales la hiperglucemia produce las complicaciones de la 
diabetes. 
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Vía del poliol. Esta vía es poco activa en condiciones normales, pero al aumentar la 
glucosa citoplasmática se eleva la actividad de la aldosa reductasa, aumentando la 
producción de sorbitol con el consecuente consumo de NADPH, un metabolito 
antioxidante cuyo descenso expone a la célula a daño por radicales libres y estrés 
oxidante. La retina, el cristalino y el endotelio son tejidos que contienen importantes 
cantidades de aldosa reductasa, lo que explica la susceptibilidad de estos tejidos a 
desarrollar complicaciones por la hiperglucemia. El sorbitol no puede salir de la célula y 
se acumula, causando daños en su funcionamiento. 

Vía de la glucosamina. El aumento de la fructosa- 6-fosfato eleva la N-acetil- 
elucosamina, que a su vez incrementa la UDP-N-acetil-glucosamina, un metabolito que 
acelera la formación de proteínas como la proteína inhibidora del activador de 
plasminógeno (PAl-1, del inglés plasminogen activator inhibitor type 1) y el factor 
transformante del crecimiento P (TGF-f, del inglés tumor growth factor B), alterando así 
la proliferación de las células mesanglales y endoteliales y los cardiomiocitos. 

Vía de la proteín-cinasa C (PKC). La acumulación de dihidroxiacetona-fosfato 
induce la síntesis del glicerolfosfato, que al esterificarse con dos ácidos grasos origina 
diacilglicerol, compuesto que estimula la actividad de la PKC. La activación de la PKC 
aumenta (por mecanismos que no se describirán aquí, debido a su complejidad y por no 
ser del ámbito de este libro) la filtración capilar, la excreción urinaria de albúmina y la 
extravasación de otras macromoléculas. Por otra parte, la vía de la PKC aumenta 
factores de crecimiento y moléculas que provocan una expansión de la matriz mesangial, 
que sirven de soporte al glomérulo. 

Formación de los productos de la glucosilación avanzada (AGE). La glucosilación 
no enzimática es el proceso de unión de la glucosa a proteínas. Éste es el mecanismo por 
el cual se genera la hemoglobina glucosilada. Las proteínas glucosiladas alteran el 
funcionamiento de las células por tres mecanismos: a) modificación de proteínas 
intracelulares; b) difusión fuera de la célula, con lo que pueden modificar moléculas 
cercanas a la matriz extracelular causando disfunción celular; c) la difusión fuera de la 
célula también les permite modificar proteínas circulantes en la sangre, como la albúmina. 
Estas proteínas circulantes modificadas pueden entonces unirse a receptores de 
productos finales de glucosilación avanzados (AGE, del inglés advanced glycation end 
products) y activarlos, generando proteínas de acción inflamatoria y factores de 
crecimiento los cuales a su vez causan patología vascular. 
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Prevención 


La alimentación variada conteniendo los requerimientos necesarios de los nutrientes en 
periodos de comida en forma, el mantenimiento del índice de masa corporal por debajo 


de 25 kg/m? y actividad física son los mejores aliados en contra el desarrollo de 
síndrome metabólico, diabetes tipo 2, diabetes gestacional, o ambas. 

El Programa de Prevención de Diabetes de la ADA recomienda para pacientes con 
síndrome metabólico la pérdida de 7% del peso corporal y un programa de actividad 
física moderada como caminar vigorosamente por 150 min a la semana. Por otro lado, 
este programa también recomienda intervención farmacológica con metformina para 


aquellos que posean un índice de masa corporal de 35 kg/m?, o hayan presentado 
diabetes gestacional. 


Tratamiento 


Insulina 


En el caso de la diabetes tipo 1 la terapia hasta el momento es la administración de 
insulina. Tres o más inyecciones de la hormona por día o la infusión subcutánea continua 
con bombas de insulina son las terapias recomendables para el tratamiento de este tipo de 
diabetes. El tratamiento con insulina también se requiere en el caso de diabetes tipo 2 u 
otros tipos en los cuales existe pérdida de células $, de su actividad o ambas cosas, y por 
ende bajas concentraciones de insulina. 


Dieta y ejercicio 


Esta terapia es altamente recomendable contra la resistencia a la insulina y en etapas 
tempranas de la diabetes tipo 2. La pérdida de peso causa reducción del tamaño de los 
adipocitos, lo que revierte las anomalías en la secreción de citocinas y liberación de 
ácidos grasos, disminuyendo así la resistencia a la insulina. Una dieta rica en fibra 
produce beneficios al disminuir la velocidad de absorción de la glucosa y por ende retrasa 
su aparición en la sangre, lo que permite un mejor manejo de la glucosa por las diferentes 
vías metabólicas que la captan. El ejercicio, además de disminuir los depósitos de grasa, 
produce efectos favorables en la captación de la glucosa y la oxidación de los ácidos 
grasos. Uno de los efectos metabólicos principales del ejercicio es aumentar el transporte 
y la utilización de glucosa en el músculo hasta 50 veces. El efecto del ejercicio se 
produce tanto por aumentos en la sensibilidad a la insulina como por acciones 
independientes de la acción de ésta. Entre los mecanismos independientes de la acción de 
la hormona se encuentran: a) activación de la cinasa dependiente de AMP (AMPK), 
proteína sensora de energía que estimula las vías metabólicas de obtención de energía 
como la glucólisis y la P-oxidación; b) producción de óxido nítrico; y c) activación del 
factor transcripcional PPAR-y, cuya acción es favorecer la generación de adipocitos 
pequeños. 
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Glibenclamida 


Este compuesto se ha usado durante varios decenios en el tratamiento de la diabetes tipo 
2. El fármaco induce la secreción de insulina al interactuar con el canal de potasio 
sensible a ATP, uno de los componentes del proceso de secreción de la insulina en 
respuesta a la glucosa, descrito al principio de este capítulo. Dado que la resistencia a la 
insulina coexiste en la diabetes tipo 2, es importante combinar la glibenclamida con 
agentes que favorezcan la acción de la insulina, como la metformina, las tiazolidinedionas 
u otros agentes sensibilizadores a la acción de la hormona. La glibenclamida es útil en los 
estadios de diabetes tipo 2 en los cuales las células B poseen reservas de insulina; sin 
embargo, cuando el daño por la hiperglucemia se ha extendido y afectado la producción 
de ésta, el uso de la glibenclamida resulta poco eficaz. 


Metformina 


La metformina es una biguanida que tiene acción antihipergluceridemiante. Actúa en 
mayor medida reduciendo la gluconeogénesis y aumentando el transporte de glucosa y la 
elucólisis, acciones que repercuten en menores cantidades de glucosa sanguínea. La 
metformina mejora también el metabolismo de los lípidos. Su efecto produce un aumento 
en la fB-oxidación, por lo que disminuyen las concentraciones de ácidos grasos, 
precursores de compuestos que interfieren en la vía de señalización de la insulina y que 
por ende producen resistencia a la hormona. La metformina además reduce la síntesis de 
triacilglicéridos y de colesterol. El mecanismo molecular de estos efectos incluye la 
activación de AMPK, proteína que aumenta las vías metabólicas de obtención de energía 
(glucólisis, P-oxidación) y disminuye las que requieren energía para su funcionamiento 
(lipogénesis, gluconeogénesis). 


Tiazolidinedionas 


Son compuestos que aumentan la sensibilidad a la insulina. Su acción está ligada a la 
formación de adipocitos pequeños, que son más sensibles a la insulina ya que liberan 
menos ácidos grasos y menor cantidad de citocinas de acción deletérea sobre la 
señalización de la insulina y causan una mayor secreción de la citocina adiponectina, de 
acción sensibilizante a la hormona. Las tiazolidinedionas también aumentan la síntesis de 
mRNA de diferentes proteínas que aceleran el metabolismo de la glucosa en el músculo y 
disminuyen la del mRNA de proteínas de la gluconeogénesis en el hígado. Actúa a través 
de la activación del factor de transcripción PPAR-y. 


Acarbosa 


La acarbosa es un inhibidor del transporte de glucosa en el intestino. Su mecanismo de 
acción se basa en la inhibición de las enzimas presentes en la membrana mucosa del 
intestino delgado  (oa-glucosidasas), cuya función es degradar los  disacáridos, 
oligosacáridos y polisacáridos de los alimentos. Esto lleva al retraso de la digestión de los 
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carbohidratos. En consecuencia, la glucosa procedente de éstos se libera con mayor 
lentitud, y pasa una menor cantidad de ella a la sangre por unidad de tiempo. 


e Preguntas de reforzamiento 


1 ¿Qué significa hiperglucemia? 


a) Concentraciones de glucosa en ayunas 
b) Concentraciones de glucosa en orina 
C) Concentraciones de glucosa en sangre más bajas del rango considerado normal 


d) Concentraciones de glucosa en sangre más altas del rango considerado normal 


2 ¿La definición de diabetes mellitus la considera cómo? 


a) Una enfermedad de causa hereditaria monogénica caracterizada por hip erglucemia 
b) Una enfermedad adquirida caracterizada por hip erelucemia 
C€) Un grupo de enfermedades metabólicas caracterizado por hiperglucemia 


d) Una enfermedad producida por la carencia de la secreción de insulina 


3 ¿Qué procesos se requieren para la primera fase de la secreción de insulina en respuesta a la glucosa? 


a) Autofosforilación del receptor de glucosa y una cascada de eventos en la que participan la fosforilación de proteínas y de 
fosfolípidos de membrana, y la actividad del citoesqueleto para producir la exocitosis de los gránulos de insulina 


b) Metabolismo de la glucosa, aumento de la relación ATP/ADP, cierre de los canales de potasio sensibles a ATP, 
despolarización, entrada de calcio y exocitosis de los gránulos de insulina 


C) La unión de la glucosa con su transportador 


d) Ninguna de las anteriores 


4 ¿Qué mecanismos se desencadenan cuando la insulina se une a su receptor? 


2) Transcripcionales 
b) Traduccionales 
€) Cascada de fosforilaciones 


d) Producción de citocinas 


5 ¿Cuál es la causa molecular más frecuente de la resistencia a la insulina? 


a) Alteraciones en su vía de señalización 
b) Aumento de las citocinas inflamatorias 
€) Disminución del receptor de insulina 


dl) Aumentos en la secreción de insulina 


6 ¿Qué acciones induce positivamente la insulina? 


a) Transporte de glucosa en tejido adiposo y el músculo 


b) Lip ogénesis 
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C) Síntesis de proteínas 


d) Todas las anteriores 


7 ¿Cuáles son dos de las acciones metabólicas inhibitorias de la insulina? 


a) Supresión de la glucólisis y la glucogenólisis 
b) Supresión de la gluconeogénesis y lipólisis 
c) Supresión de la glucogénesis y la P-reducción 


d) Supresión de la glucogénesis y oxidación de ácidos grasos 


8 ¿Qué acciones participan en los cambios de glucosa sanguínea durante la curva de tolerancia a la glucosa oral? 


a) Absorción intestinal y secreción de insulina 
b) Secreción de insulina, captación y almacenamiento de glucosa en hígado y músculo 
c) Absorción intestinal, secreción de insulina, captación y almacenamiento de glucosa en hígado y músculo 


d) Absorción intestinal y captación, así como almacenamiento de glucosa en hígado y músculo 


9 ¿Cuál es la causa de la diabetes tipo 1? 


a) Resistencia a la insulina 
b) Destrucción autoinmune de las células B 
C) Infecciones virales 


dl) Defectos genéticos de las células ß 


10 ¿Qué es el índice de masa corporal? 


a) Una medición antrop ométrica que considera el peso corporal (masa corporal) y la estatura de un individuo 
b) Un valor matemático obtenido de la división del peso corporal entre la estatura elevada al cuadrado 
€) Un valor matemático usado para identificar la existencia y el grado de obesidad 


d) Todas las anteriores 


11 ¿Qué es el síndrome metabólico? 


a) Un término establecido por organizaciones de salud que es sinónimo de resistencia a la insulina 


b) Un término establecido por organizaciones de salud que agrupa características clínicas que confieren riesgo de desarrollar 
enfermedades cardiovasculares y diabetes tipo 2 


€) Defectos metabólicos producidos por la hiperinsulinemia 


d) Características clínicas que producen disminución de la secreción de insulina 


12 ¿Cuál es la causa de la diabetes tipo 2? 


a) Ingesta de altas concentraciones de azúcar y grasa 
b) Defectos en la acción de la insulina, secreción anormal de insulina o ambas cosas 
€) Defectos genéticos de las células P 


d) Defectos genéticos en la acción de la insulina 


13 ¿Cuál es la causa de la diabetes gestacional? 


a) Crecimiento fetal 
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b) Resistencia a la insulina 
d) Cambos hormonales en el embarazo 


C) Resistencia a la insulina no compensada por adecuada secreción de la insulina 


14 ¿Qué características relacionan el tejido adiposo de los individuos obesos con la resistencia a la insulina? 


a) Hipertrofia de los adipocitos 
b) Disminución de adip onectina 
c) Aumento de citocinas proinflamatorias 


d) Todas las anteriores 


15 ¿Cuál es el factor determinante en la aparición de la diabetes tipo 2? 


a) Secreción de insulina insuficiente para responder a la resistencia a la insulina 
b) Resistencia a la insulina 

€) Glucosuria 

d) Obesidad 


16 La glucosuria, poliuria y polidipsia se manifiestan: 


a) En los individuos con resistencia a la insulina 
b) En todos los pacientes con diabetes tipo 2 
C) En los pacientes con síndrome metabólico 


d) En ninguno de los anteriores 


17 El diagnóstico de una mujer de 50 años de edad con índice de masa corporal de 21 kg/m, concentraciones sanguíneas de 
glucosa en ayunas de 115 mg/dL, triglicéridos 90 mg/dL y colesterol HDL 25 mg/dL es: 


a) Síndrome metabólico 

b) Homeostasis de la glucosa alterada en ayuno (IFG) 
C) Sobrepeso 

C) Paciente con diabetes tipo2 


18 El diagnóstico de un hombre con índice de masa corporal de 35 kgm, concentraciones sanguíneas de glucosa en ayunas de 95 
mg/dL, triglicéridos 135 mg/dL y colesterol HDL 33 mg/dL y presión arterial de 150/95 mmHg es con: 


a) Síndrome metabólico 

b) Sobrepeso e hipertensión 
C) Obesidad e hipertensión 
d) Obesidad e hiperlipedemia 


19 ¿Cuál de las siguientes aseveraciones es falsa? 


a) Tratamiento con insulina puede producir ceguera 
b) Tratamiento con insulina puede usarse en el de diabetes tipo 2 
c) Dieta y el ejercicio es indicada contra la resistencia a la insulina 


d) Metformina puede ser usada en el tratamiento de resistencia a la insulina 


20 Los niveles de hemoglobina glucosilada son un parámetro indicativo de: 
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a) Anemia 

b) Complicaciones diabética 

c) Concentraciones sanguíneas de glucosa presentes de 90 a 120 días 
d) Persistencia de hiperglucemia 


Respuestas: 1. d, 2. c, 3. b, 4. c, 5. a, 6. d, 7. b, 8. c, 9. b, 10. a, 11. b, 12. b, 13. c, 14. a, 15. a, 16. d, 17. b, 18. 
a, 19. a, 20. c. 
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e BA clave 


| Senescencia celular: se caracteriza por un decremento de su potencial de duplicación y recombinación cromosómica y la 
producción y secreción de factores mitogénicos y citocinas proinflamatorias que alteran las propiedades de células circundantes. 


2 Autofagia: es la vía más importante de degradación lisosomal que recicla material celular, agregados protéicos y organelos 
dañados. 
3 Vía insulina/PI3K: su relación con la longevidad ha quedado manifiesta a través de estudios de mutaciones de componentes de la 


vía que se asocian con mayor o menor longevidad como age-1, que es un homólogo del gen de los mamíferos que codifica la 
subunidad catalítica de la enzima PI3K, y cuya mutación aumenta la vida en Caenorhabditis elegans. 


4 Agregados proteicos: son proteínas mal plegadas que forman complejos oligoméricos que resultan de una interacción anómala 
entre intermediarios estructurales en el ensamblaje anormal del proceso de plegamiento de las proteínas. Las células envejecidas 
tienden a acumular estos agregados. 
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Introducción 


El envejecimiento es la manifestación de una serie de cambios que ocurren con el tiempo 
en todos los niveles de organización biológica, sean moleculares, celulares, sistémicos y 
del organismo. Estos cambios se expresan a menudo como disminución de la capacidad 
adaptativa celular, deterioro progresivo de las funciones fisiológicas y, en el ser humano, 
se asocian con una variedad de trastornos como isquemia, aterosclerosis, cáncer, 
sarcopenia, osteoporosis, enfermedades neurodegenerativas y, por último, un aumento 
del riesgo de muerte. 


D 

© A nivel celular, el llamado fenotipo senescente produce varias de las características propias del 
envejecimiento. En células replicativas, la senescencia suele manifestarse como decremento de su 
potencial de duplicación y recombinación cromosómica. La acumulación de células replicativas 
senescentes contribuye a ciertas patologías como la tumorogénesis, ya que las células senescentes 
secretan factores mitogénicos y citocinas proinflamatorias que alteran las propiedades de células 
circundantes. 


Se conoce que el envejecimiento, al igual que muchos otros eventos biológicos, 
depende de procesos genéticos, ambientales, epigenéticos e incluso, estocásticos, que se 
interconectan y determinan la esperanza de vida de los organismos. Varios de estos 
procesos convergen en alguna de las vías de señalización clásicas, activadas tanto por 
nutrimentos como por estrés celular y su influencia sobre la longevidad se observa desde 
los invertebrados hasta los mamíferos. Las vías más implicadas incluyen la de la 
señalización por insulina y/o el factor de crecimiento semejante a insulina (IGF, del inglés 
insulin like growth factor), y aquellas activadas por el decaimiento de la actividad 
mitocondrial, la pérdida de la homeostasis del calcio intracelular, el aumento de radicales 
libres, la acumulación y agregación de proteínas modificadas y alteraciones de la 
autofagia celular, entre otros. 

Desde un punto de vista genético, la evidencia apunta a factores poligénicos que 
intervienen en la longevidad. Por ejemplo, la teoría clásica del antagonismo pleiotrópico, 
planteada por George C. Williams en 1957, se basa en la idea de que la selección de una 
función que depende de un producto génico se lleva a cabo durante el desarrollo y en la 
etapa de la reproducción de un individuo. Desde un punto de vista evolutivo, la función 
de un gen debe ser relevante durante el desarrollo y la etapa reproductiva, por lo que 
cualquier mutación que permita al individuo un desempeño óptimo durante esas etapas 
de la vida puede fijarse en la población. Sin embargo, en etapas posreproductivas la 
función derivada de ese mismo gen pudiera reducir la esperanza de vida. 
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Determinantes genéticos de la longevidad 


La longevidad está coordinada por vías que se intersectan y que suelen converger en 
redes metabólicas que controlan el crecimiento y la reproducción celular. Un ejemplo de 
ello es la vía de señalización activada por insulina o por IGF. Tanto la insulina como el 
IGF se unen a sus receptores (IR/ IGFR), que son proteínas transmembranales 
tetraméricas con actividad de tirosina cinasa (véase en el capítulo 16 la sección sobre 
receptores con actividad de tirosina cinasa). La unión de la insulina induce la fosforilación 
en residuos de tirosina del receptor de insulina (IR). Una vez fosforilado, el IR atrae 
proteínas adaptadoras como el sustrato del receptor de insulina (IRS, del inglés insulin 
receptor substrate). Las proteínas adaptadoras activan la vía de señalización de la 
fosfomosítido 3-cinasa (PI3K, del inglés phosphoinositide 3-kinase), que a su vez activa 
cinasas como Akt, también conocida como proteína cinasa B (PKB, del inglés protein 
kinase B), que se ha implicado en la regulación de la síntesis de proteínas, el crecimiento 
celular y la apoptosis. La cinasa Akt (o PKB) inhibe a la glucógeno sintetasa cinasa ß 
(GSK3f), que además de regular el metabolismo del glucógeno juega un papel central 
durante el desarrollo, controla el ciclo celular e inhibe a la cinasa blanco de rapamicina, 
mTOR (mTOR, del inglés mammalian target of rapamicine). 

Un mecanismo propuesto que aumenta la longevidad es una baja actividad de mTOR 
que repercute en la autofagia celular, necesaria para la remoción de proteínas y organelos 
dañados, manteniendo el correcto funcionamiento celular. A su vez, la hiperactividad de 
mTOR se relaciona con el desarrollo de varias enfermedades crónico-degenerativas y 
cáncer. De hecho, muchos de los diferentes tipos de cáncer presentan mutaciones en 
diferentes genes que intervienen en la vía de señalización de mTOR, como la fosfatasa 
PTEN (del inglés phosphatase and tensin homolog) y la cinasa PI3K, que producen 
mayor actividad de mTOR, por lo que pueden ser controlados con inhibidores de esta 
cinasa. La enzima mTOR pertenece a la familia de las cinasas de lípidos fosfomosítidos 
(PIKK, del inglés phosphatidylinositol 3-kinase related kinases), y es una cinasa de las 
llamadas de serina/treonina. Esta enzima puede formar dos complejos principales, 
dependiendo del tipo de proteínas con las cuales interactúa: mLST8/GfL más Raptor, en 
el caso del complejo mTORC1, y mLST8/ GBL más Rictor/mAvo3, en el caso de 
mTORC2. La vía de señalización a través de la cinasa mTOR se activa por hormonas y 
factores de crecimiento como la propia insulina y el IGF. Una de las funciones celulares 
de mTOR en eucariotas es la importación de nutrimentos, la traducción de RNA 
mensajeros y la biogénesis de ribosomas que lleva a un aumento del tamaño y la masa 
celulares. Existe evidencia de que el decremento de la señalización mediada por 
PI3SK/Akt/mTOR eleva significativamente la longevidad en ratones. Es también notable 
que la deficiencia de sirtuína 1 (SIRT1), molécula implicada en la longevidad en 
mamíferos producida por la restricción calórica nutricional, incremente la señalización a 
través de mTOR. Por el contrario, se ha encontrado que el resveratrol, que activa la 
SIRT1, reduce la actividad de mTOR. Al parecer, el sistema celular de sirtuínas que se 
encuentra en organismos que van desde bacterias hasta el ser humano, parecen jugar un 
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papel importante en el control de la longevidad dependiendo del estado metabólico de la 
célula. Las sirtuínas pertenecen a la familia de las desacetilasas de histonas dependientes 
de NAD*, y por lo tanto intervienen en el control epigenético de la transcripción (figura 
35-1). 


Señalización por insulina o IGF 
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Figura 35-1. Relaciones entre la modulación de la cinasa blanco de rapamicina (mTOR) por la señalización de 
VIGF y la restricción calórica. La inhibición de la señalización por I/IGF activa genes de resistencia a estrés a 
través de la inducción del factor de transcripción FOXO. La restricción calórica disminuye la disponibilidad de la 
glucosa y activa Sirtl, que regula la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS); entonces se genera una 
respuesta positiva sobre la longevidad. 


Genes de resistencia 
a estrés 


El principal inhibidor de mTOR identificado hasta ahora es la rapamicina producida por 
la bacteria Streptomyces hygroscopicus. La rapamicina es un inhibidor alostérico y 
bloquea la fosforilación de varias cinasas blancos de mTOR como las cinasas de la 
proteína ribosomal S6 de la subunidad ribosomal 40s (S6K). La rapamicina y sus 
análogos son bien tolerados por seres humanos y representan una alternativa interesante 
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como fármacos “antiedad”. En fechas recientes se demostró que el tratamiento con 
rapamicina durante la vida adulta extiende en grado significativo la vida en ratones 
machos y hembras a través de su mecanismo de acción al inhibir mTOR. 


D 

© Ia autofagia es la vía más importante de degradación lisosomal que recicla material celular, como 
agregados protéicos y organelos dañados que de acumularse, son potencialmente dañinos para la célula. 
Por medio de la autofagia, la célula convierte el material fagocitado en productos bioenergéticos y 
biosintéticos que promueven la homeostasis celular. La autofagia entonces es un mecanismo que 
contrarresta la muerte celular y extiende la longevidad. 


La llamada macroautofagia se controla a través de la modulación del complejo 
mTORCI. La cinasa de adenosina monofosfato (AMPK) induce la macroautofagia en 
condiciones de restricción calórica y baja energía a través de la regulación dual del 
complejo mTORC1 y el complejo de cinasas ULKI. En estas condiciones, la 
fosforilación de ULKI a través de mTORC1 está suprimida; ULK1 se libera de la 
inhibición de mTORC1 permitiendo su autofosforilación y la fosforilación de las 
proteínas ATG13 y FIP200, necesarias para la formación del autofagosoma. 

Durante el envejecimiento, algunos genes Atg así como el gen Beclin 1 se encuentran 
regulados a la baja limitando la autofagia. Así, procesos como la remoción de agregados 
de proteínas tóxicas características de enfermedades neurodegenerativas, como el 
Alzheimer, el Hungtinton y el Parkinson, está limitada, lo que contribuye al deterioro 
neuronal. 


LAN 

3 

2 Los estudios sobre el control genético del envejecimiento y la longevidad han tenido un desarrollo 
muy importante en organismos de vida media corta como el nematodo Caenorhabditis elegans y la 
mosca de la fruta Drosophila melanogaster. En C. elegans se han encontrado dos genes cuya 
mutación provoca un aumento significativo de la longevidad: age-1, que es un homólogo del gen de los 
mamíferos que codifica la subunidad catalítica de la enzima PBK, y daf-2, cuya expresión depende de 
la temperatura y que produce casi el doble de longevidad pero requiere la actividad de daf-16, que 
codifica una proteína homóloga a la familia de los factores de transcripción en mamíferos FOXO (del 
inglés forkhead transcription factor). 


Algunas mutaciones en el gen daf-2 generan señales semejantes a las que se producen 
durante periodos de ayuno prolongado, lo que equivaldría a un efecto de disminución de 
la vía activada por insulina. El gen daf-2 es un homólogo del gen de los mamíferos que 
codifica una proteína semejante al IR o del IGFR y regula la actividad de varias cinasas 
promoviendo su fosforilación y manteniendo en el citoplasma el factor de transcripción 
codificado por daf-16. Cuando daf-2 se inactiva, daf-16 se mueve al núcleo e induce la 
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expresión de genes de resistencia al estrés, con el consecuente aumento de la longevidad. 
Un segundo grupo de genes que controla la longevidad en C. elegans está representado 
por clk-1, muy conservado en eucariotas y que en levaduras tiene su homólogo cog-7, un 
importante regulador del metabolismo y de la actividad mitocondrial. Cuando se pierde la 
función de este gen, aumenta la longevidad hasta en un 50%, tal vez porque disminuye la 
actividad metabólica. 

En D. melanogaster también se ha encontrado que mutantes del receptor semejante a 
insulina (InR, del inglés insulin-like receptor) o del sustrato del receptor de insulina 
(codificado por chico) inducen longevidad (figura 35-2). 
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Figura 35-2. Vía de señalización mediada por 1/IGF y sus proteínas homólogas en C. elegans y en D. 
melanogaster involucradas en mayores supervivencia y longevidad. 


En mamíferos el panorama es mucho más complejo. Por ejemplo, en ratones las 
mutaciones del IR, conducen a una disminución del tejido adiposo y mayor longevidad. 
Sin embargo, al parecer estos efectos también dependen de un sistema hormonal que no 
está presente en gusanos o moscas como es la hormona de crecimiento, que a su vez 
regula la producción del IGF en los órganos blanco. 

Varios estudios han demostrado que la condición conocida como restricción calórica, 
que tiene como objetivo disminuir hasta en un 40% la ingesta de calorías de la dieta, 
tiene efectos importantes en la longevidad. El ayuno reduce la intensidad y duración de la 
secreción de insulina requerida para la homeostasis de la glucosa, reduce las señales 
intracelulares generadas por la insulina y promueve la expresión de enzimas antioxidantes 
que se asocian con longevidad. Basta con inducir mutaciones en el sustrato del IR de tipo 
2 (IRS-2) en el cerebro para que varias de estas características se expresen y se observe 
un aumento significativo en la duración de la vida en ratones, lo cual sugiere que la 
inactivación selectiva de este receptor en el cerebro podría asociarse con una mayor 
longevidad en seres humanos. 

En el ser humano, el impacto de un decremento de la vía de señalización mediada por 
insulina sobre la longevidad todavía es tema de controversia, aunque se ha demostrado 
que individuos centenarios muestran un incremento en la sensibilidad periférica a la 
insulina y niveles reducidos de insulina circulante. En estudios más recientes en 
nonagenarios, la longevidad parece también estar asociada con diferencias en la 
sensibilidad a la insulina. Se ha propuesto que atenuando la señalización de insulina a 
través del IRS-2 en el cerebro de los ancianos puede evitarse el efecto nocivo de la 
hipermsulinemia que se desarrolla con el sobrepeso y la edad. Otras estrategias que 
llevarían al mismo efecto protector, disminuyendo la insulina circulante y atenuando la 
vía de señalización de insulina cerebral, podrían ser el ejercicio físico, la restricción 
calórica y la pérdida de peso, además de un decremento en la señalización a través de la 
hormona del crecimiento. 

La mitocondria es un organelo fundamental en la regulación de la longevidad. Se han 
descrito mutaciones del DNA mitocondrial, así como una disminución de la densidad y 
funcionalidad mitocondriales que se acumulan con la edad. Un número importante de 
proteínas que se codifican a partir de DNA nuclear se traslocan y funcionan en la 
mitocondria en conjunto con un grupo menor de proteínas codificadas por el DNA 
mitocondrial y que requieren de proteínas ribosomales mitocondriales (MRPs) para su 
traducción. Estudios recientes muestran que las MRPs funcionan como reguladores 
metabólicos y de longevidad y se han identificado genes, como el que codifica para la 
proteína ribosomal mitocondrial S5 (Mrps5) como un gen asociado a la longevidad tanto 
en C. elegans, como en ratón. La deleción de éste gen en ambos organismos incrementa 
su tiempo de vida, probablemente a través de inhibir su función mitocondrial. La 
reducción de mrp-5 en C. elegans induce un estado denominado “desbalance 
mitonuclear de proteínas”, en el que se altera la proporción de proteínas mitocondriales y 
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nucleares involucradas en la síntesis de ATP. Esta condición de desbalance, activa la 
respuesta protectora de las proteínas mitocondriales no plegadas (mitochondrial unfolded 
protein response (UPR), la cual funciona como un mecanismo de reparación 
mitocondrial que pudiera explicar en aumento en la longevidad. 

Otro tipo de estudios en mamíferos se ha enfocado en el papel que juega el sistema 
inmune en la longevidad. Varios estudios han demostrado la participación de los genes 
que codifican el sistema de antígenos de histocompatibilidad HLA en la duración de la 
vida. Aunque los datos en este sentido son limitados y controvertidos, se ha hipotetizado 
que la longevidad también se asocia con polimorfismos genéticos que determinan el grado 
de producción y persistencia en la síntesis de las citocinas proinflamatorias. De hecho, las 
células senescentes se caracterizan por secretar al medio proteínas que incluyen citocinas 
inflamatorias e inmunomoduladoras, como las interleucinas 6 y 8 (IL6, IL8), factores de 
crecimiento y receptores membranales como el del factor de necrosis tumoral (TNFR). 
Este fenotipo secretor de células senescentes se conoce como SASP. 

Si bien hay bastante evidencia de que la longevidad está regulada por factores genéticos 
y mutaciones somáticas, en las últimas décadas se ha evidenciado el papel de eventos 
epigenéticos. Por ejemplo, durante el envejecimiento hay una pérdida general de histonas 
asociada a la remodelación local y global de la cromatina, un desbalance en las 
modificaciones que sufren las histonas para promover su función activadora y represiva 
de la transcripción. En particular, en los mamíferos, durante el envejecimiento se ha 
encontrado pérdida y/o ganancia de heterocromatina en sitios específicos y una pérdida 
de la lámina nuclear. Algunas de las modificaciones que acompañan al envejecimiento se 
relacionan a cambios en los patrones de metilación del DNA y de acetilación de histonas. 
Por ejemplo, la poliamina espermidina es una molécula derivada de los aminoácidos que 
inhibe a las metiltransferasas de histona; el nivel de esta molécula disminuye con la edad 
en diferentes organismos que van desde la levadura hasta el humano y cuando se 
administra a células humanas, el tiempo de vida de éstas aumenta. El tratamiento con 
espermidina en la levadura induce la regulación a la alta de genes necesarios para la 
autofagia, que como se mencionó, es un mecanismo implicado en la longevidad. 


Envejecimiento Prematuro 


Todavía es materia de debate si los llamados síndromes de envejecimiento prematuro en 
seres humanos reflejan los mismos cambios que ocurren durante el envejecimiento 
normal de manera acelerada. Los padecimientos más frecuentes, junto con el defecto 
genético identificado en estas enfermedades, se presentan en el cuadro 35-1. 


Cuadro 35-1. Principales síndromes de envejecimiento prematuro en seres humanos y defecto 
genético asociado 
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Werner DNA helicasa y exonucleasa de tipo RecQ, involucradas en la reparación del DNA 


Progeria de Hutchinson-Gilford Lámina A, C (progerina) involucrada en la duplicación del DNA, transcripción y 
alteraciones de la organización nuclear 


Tricotiodistrofia Helicasa TFIIH, involucrada en la reparación del DNA y la transcripción 
Cockayne Gen CSA o CSB, involucrados en la reparación del DNA y la transcripción 
Ataxia telangiectasia Proteína cinasa ATM, involucrada en la respuesta a daño en el DNA 


El vínculo entre reparación, recombinación, transcripción, metabolismo de los 
telómeros y actividad de la helicasa en estos síndromes sugiere un efecto profundo en la 
maquinaria de reparación y metabolismo del DNA, que puede causar cambios genéticos 
y epigenéticos muy importantes en las células somáticas, los cuales por último producen 
daño celular acelerado y senescencia prematura. Un ejemplo de ello es el Síndrome de 
progeria de Hutchinson-Gilford (ver Cuadro clínico). 


0 Cuadro clínico 


Síndrome de Hutchinson-Gilford Progeria 


La integridad de la lámina nuclear es fundamental para mantener las funciones nucleares. En particular alteraciones en el 
procesamiento alternativo del RN Am del gen de la lámina A (LMNA) producen una proteína anormal llamada progerina que altera 
la expresión de genes, la reparación del DNA y produce acortamiento de telómeros, inestabilidad genómica y senescencia celular. 
Los pacientes que sufren esta mutación presentan un fenotipo de envejecimiento prematuro acelerado que se manifiesta desde la 
infancia. La progerina se ha observado de manera normal en algunas células senescentes en individuos viejos por lo que se piensa 
que su acumulación puede ser un factor del envejecimiento natural. 


Por lo anterior, queda claro que los cambios celulares que inducen envejecimiento son 
multifactoriales; por ejemplo, además de los defectos en las vías de señalización y 
alteraciones de la maquinaria genética, también se han encontrado trastornos en el 
plegamiento de proteínas y su subecuente agregación en el citoplasma, el núcleo y el 
retículo endoplásmico. El daño celular asociado al envejecimiento, así como el estrés y el 
decaimiento funcional, contribuyen a la patogénesis de las enfermedades asociadas al 
envejecimiento como síndromes metabólicos, enfermedades de origen inflamatorio, 
cáncer y enfermedades neurodegenerativas. 
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Envejecimiento cerebral 


A pesar de la creencia general de que durante el envejecimiento sucede una pérdida 
neuronal generalizada, varios estudios demuestran que en el envejecimiento normal, la 
pérdida neuronal sólo ocurre en áreas discretas del sistema nervioso central y no suele ser 
mayor del 10% del total de las neuronas presentes en el cerebro joven. Algunos estudios 
morfométricos muy detallados realizados en cerebros humanos posmortem muestran que 
sólo ocurre disminución de la densidad del tejido nervioso en individuos ancianos 
comparados con jóvenes, debido a un encogimiento celular y no a una pérdida masiva 
neuronal. Otros cambios importantes incluyen reducción en el número de dendritas y de 
sinapsis, así como una menor mielinización de axones que repercute en un decremento 
de la velocidad de conducción de los estímulos nerviosos. 

El encogimiento neuronal que se observa durante el envejecimiento se describe como 
una disminución en el tamaño del cuerpo celular, el núcleo, el nucléolo y del árbol 
neurítico. El envejecimiento no necesariamente afecta el funcionamiento neuronal a pesar 
de la atrofia celular que suele acompañarla. Otras alteraciones que pueden presentar las 
neuronas con el envejecimiento son presencia de marañas neurofibrilares y cierto 
contenido de proteína amiloide en los vasos sanguíneos. Estos cambios, sin embargo, no 
ocurren en todas las especies. Inclusive, patrones individuales de envejecimiento en el 
cerebro pueden deberse a diferencias en el genotipo, la alimentación, el ambiente o la 
estimulación cognitiva. 

Se han observado algunos cambios generales asociados con el envejecimiento 
patológico cerebral; entre ellos se incluyen los que se detallan en los apartados siguientes. 


Alteraciones en la homeostasis del calcio 


El calcio se ha considerado un factor crítico del envejecimiento neuronal desde que se 
formuló la llamada “hipótesis del calcio” del envejecimiento neuronal propuesta por 
Khachaturian en 1987, quien propuso que una desregulación a la alta del contenido del 
calcio intracelular provoca daño neuronal. 

Aunque al parecer las alteraciones en la homeostasis del calcio son más sutiles de lo 
que se creía, existe un cambio muy consistente que se refiere a una dificultad de remover 
el calcio que entra en las neuronas como consecuencia de su actividad eléctrica y 
metabólica. Esto hace que las señales de calcio se alarguen en células viejas y, en 
consecuencia, se prolonguen los tiempos de despolarización/repolarización. En terminales 
sinápticas aisladas del cerebro de la rata se ha descrito que los mecanismos de secuestro 
o amortiguamiento del calcio por las mitocondrias, así como la actividad de la ATPasa de 
calcio de la membrana, disminuyen en eficiencia con la edad, lo cual da por resultado 
incrementos en su concentración intrasináptica e intraneuronal. Estos cambios junto con 


alteraciones en la activación de corrientes de K*, pueden ser responsables de la 
diminución de la plasticidad neuronal asociada con un menor desempeño de la memoria a 


corto plazo. Por otro lado, la elevación sostenida del Ca?* intracelular puede causar 
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neurodegeneración, que, aunque mínima, podría tener implicaciones para el deterioro del 
aprendizaje y la memoria asociados a la edad. 


Producción de radicales libres 


Varios estudios parecen indicar que el daño oxidativo de proteínas aumenta con la edad. 
Este daño se considera el resultado de un continuo estrés oxidante, al cual todos los 
organismos aerobios están expuestos (capítulo 24). La respiración celular produce de 
manera natural especies reactivas de oxígeno, las cuales pueden ser eliminadas por 
sistemas antioxidantes especiales, que comprenden enzimas como la catalasa y la 
superóxido dismutasa. Conforme avanza la edad, la actividad de los sistemas de 
remoción de radicales libres empieza a disminuir, y sus efectos se notan por un 
incremento en la peroxidación de lípidos de membrana, la oxidación de proteínas que 
causa pérdida de grupos —SH, la carbonilación, o bien el daño del DNA que se manifiesta 
por la producción de 8-oxiguaninas (capítulo 24). Asimismo se acumulan moléculas 
modificadas por radicales libres, como el pigmento lipofuscina. La acumulación de estos 
pigmentos y proteínas oxidadas aumenta con la edad, y su tasa de remoción disminuye. 

La hipótesis de la oxidación durante el envejecimiento propone que hay un desbalance 
entre la generación de radicales libres y su eliminación. Las neuronas parecen ser en 
particular vulnerables al daño por radicales libres debido a su menor contenido de 
elutatión (un antioxidante natural), la alta proporción de ácidos grasos poliinsaturados en 
sus membranas, y la elevada cantidad de oxígeno que el cerebro requiere para su 
funcionamiento. 

En los procesos de oxidación celular, los metales de transición tienen un papel catalítico 
fundamental en la producción de radicales libres, y se ha planteado que una alteración en 
la homeostasis del hierro, aluminio, cobre y otros metales podría estar implicada en las 
proteinopatías asociadas con algunas enfermedades neurodegenerativas. 


Alteraciones del ciclo de división celular 


La proliferación, la muerte y la diferenciación celulares son eventos clave para el 
desarrollo del sistema nervioso. Experimentos in vitro han demostrado la intervención de 
ciertas señales extrínsecas a las neuronas, por ejemplo factores de crecimiento, 
elucocorticoides y diversas hormonas, como responsables de controlar algunos cambios 
en la duración del ciclo celular y de la salida del ciclo celular en células en proliferación. 
Existe una muy bien estudiada relación entre los fenómenos que controlan el ciclo celular 
y un tipo de muerte celular programada llamada apoptosis. En algunos estudios se ha 
concluido que bajo ciertas circunstancias, algunas neuronas adultas posmitóticas y muy 
diferenciadas pueden reentrar al ciclo de división celular, y que estos fenómenos puede 
presentarse tanto en individuos normales como durante el envejecimiento. Este 
fenómeno parece afectar en mayor medida áreas que se sabe presentan un mayor 
remodelamiento de sinapsis como la corteza entorrinal y el hipocampo, zonas 
relacionadas con la memoria y el aprendizaje. Sin embargo, en sujetos normales el ciclo 
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de división celular en neuronas posmitóticas no suele avanzar más allá de la fase Gl sin 
que haya necesariamente apoptosis. Sin embargo, si por alguna razón se avanza a la fase 
G2 sin evidencia de duplicación del DNA, las células pueden entrar a apoptosis o 
mantenerse en ese estado del ciclo celular por algún tiempo, lo cual a su vez puede 
generar la expresión de ciertas proteínas que podrían asociarse con una patología del tipo 
de la enfermedad de Alzheimer (figura 35-3). 


Activación de la 


apoptosis Marcadores de enfermedad 


de Alzheimer 


* Apoptosis 


Diferenciación neuronal 


* Actividad sináptica 
* Factores neurotróficos 
* Hormonas 


Señales mitogénicas 
* Hipoxia 

* Pérdida sináptica 
“AB 


Figura 35-3. Relaciones entre las condiciones que inducen reactivación patológica del ciclo celular en neuronas 
maduras y la expresión de marcadores de patología de tipo Alzheimer (apoptosis, AB y fosfo-1). 


Cambios en la plasticidad cerebral 


Existen varios estudios sobre ciertos defectos en los procesos que determinan la 
memoria, y se ha concluido que estos defectos ocurren de manera regular en muchas 
especies como resultado de envejecimiento, enfermedad o estrés. Se ha encontrado que a 
lo largo de la vida disminuye la excitabilidad neuronal, lo cual queda de manifiesto en 
estudios electrofisiológicos, como una reducción de la amplitud de los potenciales 
excitatorios posinápticos. Estos cambios se han encontrado sobre todo en el hipocampo, 
que se sabe es una estructura muy importante en la formación de la memoria, en 
particular en aquellos parámetros de funcionalidad eléctrica que inducen cambios 
plásticos como son la potenciación de larga duración y la depresión de larga duración 
(LTP, del inglés long-term potentiation, y LTD, del inglés long-term depression, 
respectivamente). 

El hipocampo tiene una gran cantidad de receptores para glucocorticoides y para las 
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hormonas tiroideas, por lo que esta región es un sitio en particular sensible al estrés, y 
éste puede modificar el aprendizaje y la plasticidad sináptica. El estrés y los 
elucocorticoides parecen ejercer efectos metaplásicos a través de la modulación de los 
niveles intracitoplásmicos de calcio. Se ha propuesto que hay un umbral de estimulación 
eléctrica neuronal, necesario para que se efectúen cambios plásticos en las sinapsis del 
hipocampo, y de esta manera las neuronas responden con mayor facilidad a un estímulo 
de menor intensidad. La modificación de este umbral es una medida de la actividad 
posináptica, que determina la dirección del cambio de la eficacia sináptica. En este 
esquema, si la actividad posináptica es baja, la eficacia sináptica se debilita; esto reduce la 
plasticidad sináptica y, en consecuencia, el aprendizaje y la memoria. Como los 
elucocorticoides que se liberan en situaciones de estrés modulan la cantidad de calcio 
intrasináptico, el estrés puede modificar la eficacia sináptica. En ratas viejas se ha visto 
que la LTD, es decir, la depresión de la excitabilidad neuronal, está mucho más facilitada 
que en animales jóvenes, y por lo tanto su capacidad de almacenar y retener información 
está disminuida. Por otro lado, existe evidencia que muestra que la estimulación cognitiva 
constante aumenta la llamada “reserva cognitiva” y por lo tanto ejerce un efecto positivo 
para evitar el decaimiento funcional en la vejez. 
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Enfermedades neurodegenerativas asociadas al 
envejecimiento 


Algunos denominadores comunes de las enfermedades neurodegenerativas son las 
modificaciones, ya sean heredadas o adquiridas, en la estructura de las proteínas, la 
degradación y agregación irregular de éstas y la disfunción en los sistemas de 
oxidorreducción. Algunos de estos cambios ocurren de manera muy lenta en el 
envejecimiento no patológico, pero ante algún factor precipitante, pueden evolucionar a 
un llamado “envejecimiento patológico”. Aun cuando estos eventos pudieran parecer 
independientes, en realidad tienen una alta correlación entre sí, ya que las proteínas mal 
estructuradas se acumulan en la neurona y tienden a formar agregados insolubles que 
inducen toxicidad, disfunción y, por último, muerte neuronal. 


Agregación de proteínas 


Las modificaciones en la estructura de las proteínas pueden deberse tanto a eventos 
postraduccionales como a mutaciones puntuales en los genes que las codifican. Estas 
modificaciones anómalas se conocen como patologías de plegamiento (“plegopatías””), y 
tanto el plegamiento anómalo como la polimerización aberrante de proteínas dan lugar a 
la formación de inclusiones insolubles intraneuronales o extraneuronales que generan 
disfunción celular. 


D 

© Los agregados proteínicos son complejos oligoméricos que resultan de una interacción anómala 
entre intermediarios estructurales, de forma cinética atrapados en el ensamblaje anormal del proceso de 
plegamiento de las proteínas (capítulo 9). Con frecuencia, mutaciones puntuales en ciertos genes inducen 
la producción de proteínas con una conformación inestable y con una tendencia al plegamiento anormal. 
Estos cambios conformacionales también pueden deberse a modificaciones del RN Am que inducen la 
incorporación errónea de aminoácidos en el proceso de traducción o también a modificaciones 
postraduccionales, asociadas a factores diversos como estrés térmico y estrés oxidante o a la presencia 
de metales o compuestos químicos. 


Se ha planteado que la formación de estos agregados es un proceso pasivo que ocurre 
por el principio de acción de masas, en el que el autoensamblado de monómeros mal 
plegados forma semillas de nucleación que causan la acumulación de agregados 
proteínicos. Estos agregados forman parte de la neuropatología de enfermedades 
neurodegenerativas como la enfermedad de Alzhemier y la enfermedad de Parkinson. 


Enfermedad de Alzheimer 


La enfermedad de Alzheimer (EA) es la demencia de mayor prevalencia en la población 
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senil; se caracteriza a nivel neuropatológico por una pérdida sináptica, que por último 
conduce a la muerte neuronal en regiones cerebrales interconectadas, como la corteza 
entorrinal, el hipocampo y la corteza cerebral. Se han descrito dos tipos de EA, la 
familiar y la esporádica. El desarrollo de la EA de tipo familiar se ha asociado a 
mutaciones en los genes que codifican la proteína precursora de amiloide (APP, del 
inglés amyloid precursor protein) y de las presenilinas 1 y 2. Este tipo de demencia de 
origen familiar sólo corresponde a 2% de los pacientes. La EA de tipo esporádico suele 
ser de inicio tardío y ocurre en el 98% de los casos restantes. Hasta el momento su 
etiología se desconoce, pero se han descrito algunos polimorfismos en ciertos genes de 
riesgo como la isoforma s4 de la APOE. La EA (tanto la familiar como la esporádica) se 
caracteriza por la presencia de dos alteraciones histopatológicas en el cerebro de los 
pacientes: las llamadas placas neuríticas y las marañas neurofibrilares. Las primeras son 
el resultado de aglomerados insolubles en el espacio extracelular y en la vasculatura 
cerebral, compuestos de un péptido de 4kDa conocido como amiloide f (que deriva del 
metabolismo de la APP), rodeado de neuritas distróficas, astrocitos reactivos y células de 
tipo inflamatorio llamadas microglia. El otro tipo de agregado anormal conforma las 
llamadas marañas neurofibrilares, que son acumulaciones intracelulares densas de 
estructuras filamentosas anormales, compuestas de la proteína asociada a los 
microtúbulos (t) y que reciben también el nombre de filamentos helicoidales apareados y 
filamentos rectos. 

Las principales hipótesis que se han planteado para explicar las lesiones cerebrales de 
los pacientes con EA son la de la cascada de amiloide y la de fosforilación y 
autoensamblaje de t. La primera propone que el metabolismo anormal de la APP da por 
resultado un incremento en la producción de la especie del amiloide f 1-42-43 (por el 
número de aminoácidos que contiene, AfB1-42-43), lo que lleva a la formación del centro 
de la placa, que puede actuar como sitio de nucleación para otras especies del péptido. 
La continua agregación del péptido da lugar a las fibrillas, que con el tiempo forman los 
depósitos de las placas de amiloide. Por otro lado, la hipótesis de t propone que existe un 
cambio postraduccional de la proteína t, que favorece su ausoensamblaje y agregación en 
marañas neurofibrilares. De manera normal, la proteina t promueve el ensamblaje y la 
estabilización de los microtúbulos, que son elementos del citoesqueleto neuronal 
involucrados en el mantenimiento de la morfología neuronal, y en el transporte de 
nutrimentos y organelos en los axones. Sin embargo, cuando se encuentra de manera 
bioquímica modificada por la adición de grupos fosfato extra, la proteína se 
hiperfosforila, se desprende de los microtúbulos y altera el transporte axonal. Se ha 
planteado que la hiperfosforilación de t resulta de un desbalance en la actividad de 
algunas proteína cinasas, proteína fosfatasas tales como la cinasa dependiente de ciclina 5 
(Cdk5, del inglés cyclin dependent kinase 5), las cinasas activadas por mitógenos (MAP, 
ERK1, ERK2), la GSK3ß y las proteína fosfatasas 2A y 2B (PP2A y PP2B). 

Aun cuando estos dos tipos de lesiones son las más evidentes en el cerebro de los 
pacientes con EA, las marañas neurofibrilares se forman en ausencia de las placas 
neuríticas de amiloide $ y, por tanto, se considera que las anomalías asociadas a la 
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proteína t pueden ser suficientes para causar demencia. Debido a que las dos alteraciones 
más importantes encontradas en los estudios post-mórtem del cerebro de los enfermos de 
Alzheimer son alteraciones en el estado de conformación y autoensamblado de dos 
proteínas, se dice que este trastorno es una ““proteinopatía” asociada al envejecimiento. 


Enfermedad de Parkinson 

Así como la EA se manifiesta en especial por deficiencias en la cognición como pérdida 
de la memoria, la enfermedad de Parkinson (EP) se asocia sobre todo con alteraciones 
de la movilidad. Se caracteriza por la pérdida selectiva y progresiva de neuronas 
dopaminérgicas en la sustancia nigra pars compacta, así como por la presencia de 
inclusiones intracitoplásmicas en las neuronas llamadas cuerpos de Lewy (LB, del inglés 
Lewy bodies). Estos cuerpos están compuestos de proteínas como la a- sinucleína y 
componentes del sistema de degradación del proteasoma, como la ubiquitina. Como en el 
caso de la EA, la EP puede ser de tipo familiar y de tipo esporádico. Se considera que la 
a-sinucleína desempeña un papel central en el desarrollo de la enfermedad, en gran 
medida por la asociación que existe entre la enfermedad de tipo familiar y las mutaciones 
o el triplicado de genes que codifican esta proteína. Las mutaciones en este gen pueden 
generar toxicidad en virtud de que la a-sinucleína anormal forma fibrillas insolubles 
debido a un incremento en la tendencia de la proteína de autoagregarse. En el caso de la 
EP esporádica, se desconocen los mecanismos de agregación de la a-sinucleína, y se ha 
propuesto que en este proceso pudieran estar implicados eventos de estrés oxidante y 
nitrosante, ya que se ha observado nitración selectiva de residuos tirosina en la a- 
sinucleína del cerebro de los pacientes con EP. Por otro lado, al parecer también ocurre 
que la agregación en fibrillas de la a-sinucleína está relacionada con deficiencias en el 
sistema de degradación de proteínas dependiente del sistema de ubiquitina/proteasoma, 
ya que algunas especies de esta proteína son más resistentes a la degradación 
proteosómica y pueden cambiar la conformación del proteasoma, impidiendo su actividad 
proteolítica. En este sentido, la EP también puede considerarse una “proteinopatía” 
asociada al envejecimiento. 
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Conclusiones 


La senescencia celular parece estar asociada con una activación sostenida de la enzima 
mTOR, que a su vez forma parte de vías metabólicas que controlan el ingreso de 
nutrimentos, el crecimiento celular, autofagia y las señales que inducen la división celular. 
Muchas de las mutaciones en genes que aumentan la longevidad se asocian con la 
inactivación de las vías de señalización que controlan la actividad de mTOR. En los seres 
humanos algunas de las características asociadas al envejecimiento, como hipertrofia 
celular, aterosclerosis e hipercoagulación, así como tumorogénesis, diabetes, osteoporosis 
y obesidad, suelen relacionarse con hiperactividad de mTOR. El envejecimiento no 
puede ser programado de forma genética, porque no ha sido seleccionado por la 
evolución. Sin embargo, aquellas vías metabólicas seleccionadas de manera evolutiva 
para favorecer un programa de crecimiento en respuesta a factores de crecimiento y 
nutrimentos, necesarios para garantizar la exitosa reproducción de la especie, son útiles 
en una etapa de la vida, pero una vez terminada la etapa reproductiva, pueden estar 
involucradas en el envejecimiento. De esta manera, diversas alternativas farmacológicas 
(rapamicina, resveratrol) y no farmacológicas (restricción calórica, ejercicio físico) se 
perfilan como herramientas útiles para disminuir o retardar el desarrollo de algunas de las 
patologías asociadas con el envejecimiento. En el caso del envejecimiento cerebral 
patológico, varias evidencias apuntan a defectos en la síntesis, plegamiento, 
modificaciones postraduccionales, y de la agregación y remoción de proteínas 
modificadas, como un blanco de estudio muy importante. Estos datos resaltan el 
cometido del correcto mantenimiento de la homeostasis de proteínas y su degradación 
por sistemas de ubiquitma/proteasoma y de autofagia celular. 


e Preguntas de reforzamiento 


1 Enzima que participa de forma directa en el control de la autofagia celular 


a) Proteína cinasa C 

b) Glucocinasa 

€) mTOR 

d) Glucosa 6-P deshidrogenasa 


€) ay b son correctas 


2 El siguiente compuesto ha sido probado como un fármaco “antiedad” 


a) Penicilina 

b) Rifampicina 
€) Cicloheximida 
d) Rapamicina 


3 El fenotipo de célula senescente incluye: 
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A) Secreción de citocinas 

b) Acortamiento de telómeros 

c) Pérdida de la capacidad de duplicación 
d) Todas las anteriores 

e) Sólo a y b 


Á Los síndromes de envejecimiento prematuro incluyen los siguientes cambios celulares: 


a) Aumento de la capacidad glucolítica celular 

b) Disminución del consumo de oxígeno en las mitocondrias 
€) Alteraciones de la reparación del ADN 

d) Trastornos del metabolismo de los telómeros 

e) Sólo cy d 


5 Ejemplos de proteínas mal plegadas en la enfermedad de Alzheimer: 


a) a-sinucleína 
b) Tau 

C) -amiloide 
d) Hungtintina 
e) Sólo b y c 


Respuestas: 1. c, 2. d, 3. d, 4. e, 5. e. 
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e Epidemiología del cáncer 

e Etiología del cáncer 

e Factores genéticos 

e Mecanismos moleculares del cáncer 

e Genes supresores de tumores y oncogenes 
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+ El guardián del genoma: p53 


e Oncogenes 
e Atributos del cáncer 


e Teoría de la célula madre cancerosa 
e Epigenética del cáncer 


> e clave 


1 El cáncer no es sólo una enfermedad, sino un conjunto de enfermedades; existen más de 200 diferentes tipos. Es un término que 


se usa para padecimientos en los que células anormales se dividen sin control, pueden invadir otros tejidos, y no mueren cuando 
deberían hacerlo. 


2 El cáncer es una enfermedad multifactorial causada por la interacción entre los genes y el ambiente. 


3 La Asociación Internacional de la Investigación en Cáncer (IARC, por sus siglas en francés) clasifica los factores ambientales en 


cuatro grupos, en el grupo 1 se incluyen los factores que se ha demostrado son carcinógenos en seres humanos, mientras que en el 
grupo 4 se colocan aquellos para los cuales la evidencia disponible sugiere que no son carcinógenos en personas. 


4 La teoría del fenotipo mutado: esta teoría se basa en esencia en la idea de que hay genes que mutan permitiendo la acumulación 


acelerada de otras mutaciones, sobre todo en genes involucrados en replicación, recombinación y reparación del DNA, así como en 
la segregación cromosómica y la mitosis. 


5 La teoría de la célula madre cancerosa surge de la baja probabilidad de que una célula diferenciada tenga suficiente tiempo para 
acumular mutaciones y convertirse en cáncer. Dado que las características de una célula madre le confieren rasgos muy semejantes a 
los que expresan los cánceres, estas células son un blanco fácil para la acumulación de anormalidades genéticas las cuales llevan a la 
formación de un cáncer. 
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Epidemiología del cáncer 


Han pasado cerca de 200 años desde el primer intento de determinar las causas del 
cáncer, estudiando la incidencia en relación con factores como ocupación, sexo y estado 
marital, entre otros. No fue sino hasta después de la primera Guerra Mundial cuando 
varios países occidentales empezaron a generar los registros relacionados con el cáncer. 
En los últimos 50 años ha habido un esfuerzo concertado para obtener estadísticas de 
cáncer en distintas regiones del mundo, donde las personas tienen diferentes ambientes y 
modos de vida. De esta manera, en 1981 Doll y Peto publicaron un estudio en el que 
abordaron de manera integral las posibles causas del cáncer, con base en su incidencia en 
diferentes países, observando que los diferentes tipos de cáncer varía en más de un 
orden de magnitud entre distintas poblaciones y cualquier tipo de cáncer se considera 
raro en alguna parte del mundo. Por ejemplo, el cáncer de hígado es el tipo de cáncer 
más común entre los varones de Mozambique, pero es un tipo de cáncer raro en varones 
europeos, entre los cuales el más común es el de pulmón, que se considera de baja 
incidencia en los hombres de Mozambique. En México, las estadísticas del Instituto 
Nacional de Estadística, Geografía e Informática (INEGI, 2008) reportan una mortalidad 
de 66.6 por cada 100 mil habitantes. En la figura 36-1 se presenta el porcentaje de 
defunciones por tumores malignos para cada sexo. En varones, el mayor porcentaje de 
lesiones malignas corresponde al cáncer de próstata (8.1%), seguido por los tumores de 
tráquea, bronquios y pulmón (7%); entre mujeres, el primer lugar es ocupado por el 
cáncer de mama (7.6%), seguido por los tumores malignos de ovario (6.4%). En el cuadro 
36-1 se presenta la mortalidad según el tipo de tumor y grupos de edad. El cáncer está 
presente en todos los grupos; sin embargo, las tasas son más altas en los individuos 
mayores de 60 años. 
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Encéfalo 
Laringe 


«A ts. 

© ma 
7.0  Tráquea, bronquios y pulmón _ 3.6 
0.0 Mama 7.6 
3.7 Hígado 4.3 

ES Páncreas BO 

_47_ Estómago _40_ 
1.0 Vías urinarias 0.6 
8.1 Próstata Ovarios _ 6.4 

Cuello de útero _2.7 _ 

2. Colon -0i 
3.2 Leucemia AT 
1.9 Linfoma no Hodking 1.5 


Figura 36-1. Porcentaje de defunciones por tumores malignos para cada sexo, 2008. Instituto Nacional de 
Estadística, Geografía e Informática. 


Cuadro 36-1. Tasa de mortalidad por cáncer en la población de 20 años y más por cada 100 mil 
habitantes según sexo 


Órganos digestivos 32,52 33.98 31.20 
Órganos respiratorios e intratorácicos 10.58 14.71 6.83 

Sistema reproductor masculino 8.44 17.75 NA 

Mama ESO) 0.14 14.36 
Órganos genitales femeninos 6.78 NA 12.93 
Órganos hematopoy éticos 5.68 6.28 5.14 
Vías urinarias 4.12 5.51 2.85 
Células germinales (testículo u ovario) 3.48 1.30 5.46 


SSA. Base de egresos hospitalarios 2013. 2015. INEGI, 2016. 
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Etiología del cáncer 


Factores ambientales 


Desde finales del siglo XVIII fue posible correlacionar la aparición de algunos cánceres 
con determinado hábito u ocupación, como es el caso del cáncer nasal debido a la 
costumbre de mascar tabaco, descrito en 1761 por John Hill, o el cáncer de escroto en 
limpiadores de chimeneas, informado por Sir Percival Pott en 1775. Katsusaburo 
Yamagiwa demostró en 1915 que la aplicación repetida de carbón en las orejas de los 
conejos inducía cáncer de piel. Un ejemplo de cáncer laboral es el mesotelioma 
producido por la exposición a asbesto. Desde el siglo I d.C., Cayo Plinio Secundo (Plinio 
El Viejo) describió que los esclavos que trabajaban en las minas de asbesto morían 
jóvenes de enfermedad pulmonar. En 1927, Cooke publicó la descripción de un caso de 
mesotelioma en una mujer que trabajaba con dicho mineral. En 1931, en Inglaterra se 
establecieron las primeras leyes reguladoras de la exposición a asbesto. Se han descrito 
casos de mesotelioma con periodos de latencia de hasta 50 años después de la 
exposición. Un cáncer que resulta de un tratamiento médico es el cáncer vaginal 
ocasionado por dietilestilbestrol, una hormona sintética utilizada en la década de los 50 
para retrasar los partos prematuros. En 1971, se logró establecer que las mujeres que se 
expusieron in utero cuando sus madres fueron tratadas con la hormona tenían mucho 
mayor riesgo de desarrollar cáncer vaginal. Los estudios de la incidencia de cáncer en 
migrantes fueron decisivos para el entendimiento del impacto que pueden tener el 
ambiente y el modo de vida sobre esta enfermedad. Esos estudios demostraron que si 
bien el cáncer tiene un componente genético, el entorno, alimentación y hábitos 
desempeñan un papel importante en la aparición de dicha patología. Un ejemplo claro es 
el caso de los japoneses, que presentan alta incidencia de cáncer de estómago en Japón, 
pero cuando migran a EUA, en un par de generaciones la incidencia disminuye y 
aumenta en cambio la de cáncer de colon. Lo anterior indica un vínculo con el cambio de 
alimentación en las nuevas generaciones. Si bien estos estudios son un claro ejemplo de 
la relación entre ambiente y cáncer, sin duda no fue sino hasta que se encontraron los 
efectos carcinógenos del tabaco cuando la relación entre ambiente y cáncer quedó 
establecida de manera firme. La incidencia de cáncer de pulmón aumenta de manera 
rápida y drástica entre los fumadores, y se observó un mayor incremento en aquellas 
personas que empezaban a fumar jóvenes y persistían en el hábito. Por más de cinco 
decenios los investigadores han indicado que fumar es el factor más importante en la 
generación del carcinoma de pulmón. Se calcula que entre 30 y 40% de las muertes por 
cáncer tienen relación con el uso de tabaco. Por ello, en las últimas décadas los gobiernos 
han emprendido una cruzada contra dicho uso, esperando disminuir su incidencia. En el 
ambiente laboral se han logrado identificar como carcinógenos sustancias químicas a las 
que se exponen los trabajadores en altas concentraciones y por largos periodos. La 
Asociación Internacional de la Investigación en Cáncer (IARC, por sus siglas en francés) 
clasifica los factores ambientales en cuatro grupos, los cuales se muestran en el cuadro 36- 


booksmedicos.org 


2. En el grupo 1 se incluyen los factores que se ha demostrado son carcinógenos en seres 
humanos, mientras que en el grupo 4 se colocan aquellos para los cuales la evidencia 
disponible sugiere que no son carcinógenos en personas. En el cuadro 36-3 se presentan 
algunos compuestos químicos que son considerados por la IARC como carcinógenos en 
seres humanos (factores del grupo 1). Los factores biológicos identificados como 
carcinógenos son seis virus, una bacteria y dos helmintos, que se presentan en el cuadro 
36-4. Dada la íntima relación que guardan las infecciones con el hospedero, ha sido difícil 
demostrar el desarrollo de cáncer a causa de los organismos que invaden al ser humano; 
de hecho, existen miles de bacterias que viven en el hombre y hay evidencias de que 
algunas podrían ser causantes de ciertos tipos de cáncer, como el de colon. En cuanto a 
los factores físicos, tanto la radiación ultravioleta (UV) como la radiación ionizante son 
carcinogénicas. La radiación UV producida por el Sol causa 90% de los casos de cáncer 
de piel. El riesgo de daño al DNA por la exposición a radiación ionizante depende de la 
exposición acumulada. Marie Curie, la descubridora del radio, abrió el camino para el 
diagnóstico con rayos X y la radioterapia, un gran avance científico que le causó la 
muerte por exponerse a la radiación durante sus investigaciones. La exposición laboral a 
radiación se somete a vigilancia, en un intento por evitar la exposición que pudiera causar 
cáncer. Existe controversia acerca de si la radiación eléctrica y magnética de baja 
frecuencia puede causar cáncer, en particular la asociada con teléfonos celulares. Sin 
embargo, no existe evidencia directa, ya que si bien algunos estudios muestran asociación 
con tumores cerebrales, otros no la encuentran. Cabe señalar que más de cinco millones 
de casos de cáncer son causados por dos factores que pudieran evitarse: el tabaco y las 
infecciones. El Banco Mundial ha calculado que más de 500 millones de personas han 
muerto por cáncer a causa del tabaco, la mitad de ellas en plena edad productiva, y entre 
20 y 25 años antes de lo previsto. 


Cuadro 36-2. Clasificación de agentes carcinógenos de la Agencia Internacional para el 


Estudio del Cáncer (IARC) 


Grupo 1 Evidencia suficiente en seres humanos 


Grupo 2a Evidencia suficiente en animales 
Probable carcinógeno humano 


Grupo 2b Evidencia limitada en animales 
Posible carcinógeno humano 


Grupo 3 Evidencia limitada 


Grupo 4 La evidencia sugiere que no es un carcinógeno para el ser humano 


Cuadro 36-3. Algunos compuestos químicos clasificados por la IARC como carcinógenos en 


seres humanos (grupo 1) 


Acetaldehíido asociado con consumo de alcohol 
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Aflatoxinas 
Bebidas alcohólicas 
4-Aminobifenilo 
Arsénico 

Asbesto 
Azatioprina 
Benceno 
Benzidina 
Benzo(a)pireno 
Berilio 

Betel 
Bisclorometileter 
Busulfan 
1,3-butadieno 
Cadmio 
Clorambucilo 
Clornafazina 
Cromo VI 

Carbón mineral 
Ciclofosfamida 
Ciclosp orina 
Dietilestilbestrol 
Erionita 

Terapia latrogénica 
Etanol 

Óxido de etileno 
Etopósido 
Formaldeído 
Hematita 

Alcohol isopropílico 
Melfalán 
Metoxisoraleno 
Quimioterapia MOPP 
2-Naftilamina 
Níquel 
Nitrosonimocotina 
Pentaclorobifenilo 
Fenacetina 

Radio 

Semustina 
Mostaza sulfurada o gas mostaza 
(bis(2-cloroetil)sulfano) 
Tamoxifeno 
Dioxina 

Tiotepa 

Torio 

Tabaco 
Orto-toloidina 
Treosulfán 

Cloruro de vinilo 
Polvo de madera 


Cuadro 36-4. Organismos causantes de infecciones asociadas con cáncer 


Virus Papiloma humano 
Epstein Barr 
Hepatitis B y C 
Sarcoma de Kaposi 
Inmunodeficiencia tipo 1 
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Bacterias Helicobacter pylori 
Parásitos Schistosoma haematobium Ophistorchis viverrini 


Hongos (productos): Aflatoxina 
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Factores genéticos 


Susceptibilidad al cáncer 


Si bien los estudios mencionados indican que la exposición a ciertos factores ambientales 
puede causar cáncer, no explican las diferencias en su incidencia en personas que 
estuvieron expuestas a los mismos xenobióticos; el ejemplo más claro vuelve a ser el 
tabaco: aunque la relación entre exposición y desarrollo de cáncer del pulmón es fuerte, 
es imposible entender por qué entonces de cada 10 fumadores, sólo dos desarrollan 
cáncer. Lo anterior indica que deben existir condiciones endógenas en cada individuo que 
los hacen más susceptible a ciertos xenobióticos. Dentro de estas condiciones endógenas, 
se ha observado que la presencia de variantes de ciertos genes confiere mayor 
susceptibilidad o bien mayor protección ante la exposición a determinados xenobióticos. 
Esas variantes, conocidas como polimorfismos, se presentan en la población de manera 
natural. Como consecuencia de estos polimorfismos, las variaciones individuales en el 
metabolismo de carcinógenos pueden impactar en la susceptibilidad al cáncer, y hacer 
que los portadores de una variante presenten un mayor riesgo de desarrollar el cáncer. A 
partir de la secuenciación del genoma humano, se detecta la presencia de polimorfismos 
de un solo nucleótido para correlacionar la presencia de estos polimorfismos y la 
susceptibilidad al cáncer. 


Cáncer hereditario 


Estudios genéticos familiares han demostrado que en 10% de los cánceres puede 
observarse predisposición familiar a presentar dicho trastorno; a este tipo de cánceres se 
les conoce como familiares o hereditarios. Por ejemplo, de 6 a 8% de los cánceres de 
mama son hereditarios y se deben a mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2. A lo 
largo de la vida, las mujeres con mutaciones en estos dos genes corren un riesgo de hasta 
87% de desarrollar cáncer de mama. También se ha observado que estas mutaciones 
incrementan el riesgo de desarrollar cáncer de ovario: 54% en el caso de mutaciones en el 
gen BRCAl y 27% para el caso de BRCA2. Los varones con mutaciones en el gen 
BRCA2 tienen riesgo de 6% de desarrollar cáncer de mama. Los estudios genéticos 
permiten determinar si una persona es portadora de una mutación genética específica que 
incremente el riesgo de desarrollar cáncer de mama. Estas pruebas se recomiendan si en 
una familia hay más de tres casos de cáncer de mama en una generación, o si el cáncer 
ha ocurrido en varias generaciones. También está indicado el estudio en familias en las 
que el cáncer de mama se presenta en mujeres jóvenes, o cuando también hay en la 
familia casos de cáncer de ovario. El cáncer de mama también puede ser causado por 
mutaciones en el factor de transcripción p53. De hecho, las mutaciones de p53 ocasionan 
un cáncer familiar que se conoce con el nombre de Li-Fraumeni. Los tumores asociados 
a este síndrome y que forman parte de los criterios diagnósticos, son: sarcomas de tejido 
blando, osteosarcomas, tumores cerebrales, tumores de mama premenopáusicos, 
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carcinoma corticosuprarrenal, leucemia y cáncer broncoalveolar. El tumor que se 
presenta con mayor frecuencia es el cáncer de mama, el cual ocurre en 25% de los 
pacientes afectados, seguido por los tumores de tejido blando, cerebro y glándula 
suprarrenal, con 14, 13 y 12.8%, respectivamente; estos cuatro tumores se observan en 
más de 75% de todos los pacientes. Además de estos tumores característicos, los 
pacientes pueden presentar cáncer en piel 2.7%), ovario (1.9%), estómago (1.5%), riñón 
(1%), testículo (0.43%), laringe (0.26%), próstata (0.17%), cabeza y cuello (0.17%), 
hígado (0.17%) o vejiga (0.09%), entre otros. Los mecanismos moleculares que controla 
este gen se mencionan más adelante. A pesar de los avances logrados, no se conoce a 
ciencia cierta el origen de 90 a 95% de los cánceres mamarios, aunque factores como la 
exposición a plaguicidas o el exceso de peso también se han asociado con su desarrollo. 
La búsqueda de los posibles efectos de algunos xenobióticos y de las características 
individuales que confieren un mayor riesgo a desarrollar el cáncer generó una gran 
cantidad de información que permitió empezar a entender el funcionamiento molecular 
del cáncer. 
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Mecanismos moleculares del cáncer 


Teoría del fenotipo mutador 


Desde mediados del siglo pasado se ha propuesto que el cáncer se origina cuando una 
célula presenta o acumula múltiples mutaciones; esta observación coincide de manera 
perfecta con los datos sobre la acumulación de mutaciones en diferentes tumores. Sin 
embargo, si se toma en cuenta la frecuencia basal de mutaciones en los diferentes tejidos 


(10 a 108 nucleótidos/gen) (cuadro 36-5), sería difícil que en el transcurso de la vida de 
una persona se acumularan suficientes mutaciones para explicar un fenotipo 
transformado. Debido a estas observaciones, en la década de los 90 Loeb et al., 
formulan la teoría del fenotipo mutador. Esta teoría se basa en esencia en la idea de que 
hay genes que mutan permitiendo la acumulación acelerada de otras, sobre todo en genes 
involucrados en replicación, recombinación y reparación del DNA, así como en la 
segregación cromosómica y la mitosis. Las fallas en estos genes que salvaguardan la 
información y el buen funcionamiento del DNA son las que en parte propician la 
acumulación de mutaciones. Muchas enfermedades hereditarias raras que se asocian con 
un incremento en la predisposición a desarrollar cáncer muestran deficiencias en los 
mecanismos de reparación del DNA y mayor inestabilidad cromosómica; entre las más 
conocidas se encuentran los síndromes de xerodermia pigmentaria, anemia de Fanconi y 
ataxia telangiectasia. Por otro lado, los síndromes de Bloom y Werner cursan con 
mutaciones en helicasas del DNA. Otra fuente de alteraciones que podrían generar un 
escenario semejante al propuesto por el fenotipo mutador sería la presencia de 
aneuploidías, un fenómeno que se observa con frecuencia en diversos tipos de cáncer. Si 
bien la teoría del fenotipo mutador trata de explicar un mecanismo por el cual las células 
cancerosas adquieren esa alta tasa de mutaciones, no explica los mecanismos moleculares 
por los que se lleva a cabo la transformación celular. 


Cuadro 36-5. Frecuencia de mutaciones al azar en tejidos y células humanas normales y 
cancerosas 


Epitelio escamoso <1 Carcinoma de 75 
ovario 

Corteza renal <l Adenocarcinoma 475 

Mucosa colónica <1 Carcinoma renal 270 

Corteza renal 4 Sarcoma 141 

inflamada pleomórfico 
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Músculo <1l 


Linfoma no- 300 
esquelético 


Hodgkin 


No tratados 2 


N-etil-N- 175 
nitrosourea* 


Loeb, Bielas y Beckman: Cancer Research 2008;68(10):3551-3557. 
Y Medida por el ensayo de captura al azar de mutaciones. 
* Células tratadas con 1 mg/mL de N-etil-N-nitrosourea por 1 h. 
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Genes supresores de tumores y oncogenes 


Aspectos históricos 


Después de más de un cuarto de siglo de grandes avances científicos, la investigación 
sobre cáncer ha generado un rico y complejo cuerpo de conocimiento que revela al 
cáncer como una enfermedad que involucra cambios dinámicos en el genoma. Es un 
proceso evolutivo en el cual las células adquieren una gran cantidad de mutaciones, como 
resultado de procesos espontáneos o daños al DNA inducidos por el ambiente. Las 
mutaciones en genes que regulan la proliferación celular y la muerte celular programada o 
que ayudan a mantener el funcionamiento y la integridad del DNA son conservadas por 
la selección natural. Dependiendo de cómo afectan estos procesos, tales genes pueden 
clasificarse en dos grandes categorías: genes supresores de tumores y oncogenes. Los 
genes supresores de tumores pueden definirse como genes que codifican proteínas que 
inhiben la formación de tumores. Su función normal en la célula es la de inhibir el 
crecimiento celular, y actúan como “frenos” o “bloqueadores” del ciclo celular. Las 
mutaciones en estos genes contribuyen al desarrollo del cáncer por la desactivación de su 
función inhibitoria. Dichas mutaciones involucran la perdida de la función. Mientras las 
células poseen al menos una copia funcional de los genes supresores de tumores, ese gen 
puede inhibir la formación de tumores. La desactivación de ambas copias de un gen 
supresor tumoral es requisito para la pérdida completa de esa función. Por lo tanto, las 
mutaciones en los genes supresores de tumores se consideran recesivas a nivel celular. 
Por lo anterior, la desactivación de un gen supresor de tumores tiene un cometido 
fundamental en el desarrollo del cáncer (figura 36-2). 


z X 
C= 
Inhibidor de 
= n 7 


Activación del 


Figura 36-2. Genes supresores de tumores (TS, del inglés tumor suppressor). Los TS codifican proteínas que 
normalmente inhiben la división celular. Cualquier mutación que dé como resultado la desactivación funcional de 
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estas proteínas produce una pérdida de función, porque remueve los frenos de la capacidad proliferativa. La 
actividad funcional de los supresores de tumores también puede ser suprimida por fosforilación, aneuploidías y 
eventos epigenéticos. 
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Hipótesis de Knudson 


La existencia de los tumores oculares conocidos como retinoblastomas unilaterales y 
bilaterales llevó a Knudson en 1971 a proponer que la aparición temprana de la forma 
bilateral se debía en especial a la desactivación de ambas copias del gen del 
retinoblastoma (Rb); Knudson propuso que esta desactivación se llevaba a cabo en un 
proceso que involucraba dos pasos. En el primer se desactiva a una de las dos copias de 
Rb, y luego en un segundo paso se desactiva la segunda copia del gen. Para explicar los 
casos que parecían ser hereditarios, Knudson propuso que uno de los alelos proveniente 
de alguno de los padres podría estar mutado, lo que daría como resultado que esa 
desactivación de una copia del gen estuviera presente en todas las células hijas, de tal 
manera que sólo faltaba en estas células el segundo paso o alteración en el gen para 
generar el tumor (figura 36-3) Estudios posteriores identificaron el gen Rb en el 
cromosoma 13 y confirmaron la hipótesis de Knudson. Este concepto de la necesidad de 
dos pasos (alteraciones) para que un gen supresor de tumores pueda desactivarse llevó al 
concepto de pérdida de la heterocigosis, que se considera uno de los pasos fundamentales 
para el desarrollo del cáncer debido a que la mayoría de los genes supresores de tumores 
sufren esta pérdida. Los mecanismos por los cuales puede llevarse a cabo esta 
desactivación son variados y pueden ser distintos entre el primer paso y el segundo; los 
más frecuentes son mutaciones, deleciones, errores en la segregación de los cromosomas 
y procesos epigenéticos. Sin embargo, quedaba la pregunta de cómo la pérdida de la 
expresión del gen Rb promovía la formación tumoral. Estudios posteriores revelaron que 
la proteína Rb por lo general se une al factor de transcripción E2F y lo desactiva. La 
pérdida de Rb permite la activación de E2F, el cual se une al promotor del gen de ciclina 
E induciendo su expresión y la síntesis de los complejos CDK2-ciclina E, los cuales 
regulan el ciclo celular (figura 36-4). 
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Retinoblastoma esporádico: se requieren dos pasos 


Primer paso Segundo paso 
—_——— — 
Rb Rb x Rb x% x% 


Retinoblastoma familiar: el primer paso se hereda, sólo se necesita otro paso 


Segundo paso 
— 


Figura 36-3. Hipótesis de Knudson sobre el origen de los retinoblastomas. En el Rb esporádico ambas copias del 
gen deben ser desactivadas. Esto requiere de dos eventos mutacionales, cada uno de los cuales desactiva una 
copia del gen Rb. En el retinoblastoma familiar, el primer paso se hereda. 


Cdk4-ciclinaD ——4 Rb —— E2F ——=>  CiclinaE  ———> Cdk2-ciclinaE ———=> Proliferación 
Transcripción 


encendida Encendida Encendida 


Apagado Encendida 


Figura 36-4. La amplificación del gen de la ciclina D lleva a la proliferación. Un incremento en el número de 
copias del gen de la ciclina D eleva las concentraciones de los complejos Cdk4-cyclina D, los cuales activan la 
transcripción de la ciclina E vía Rb-E2F. 
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El guardián del genoma: p53 


En alrededor de 50% de los cánceres humanos ocurren mutaciones en el gen p53. La 
proteína p53 es un factor de transcripción que se une a un elemento de respuesta 
(PS3RE, del inglés P53 response element), encontrado en cientos de genes que se 
expresan de manera diferencial dependiendo del tipo celular, la identidad y la magnitud 
del daño al DNA. La única característica particular de p53 con respecto a otros genes 
supresores de tumores es su modo de desactivación: mientras que la mayoría de los 
supresores de tumores son desactivados por mutaciones que recorren el marco de lectura 
o mutaciones sin sentido que dan como resultado la ausencia de la proteína, en p53 el 
80% de las mutaciones llevan a la síntesis de la proteína completa, que se acumula en el 
núcleo de la célula tumoral. El gen p53 contribuye a la supresión de la tumorigénesis de 
diferentes formas, como el control de la proliferación, la supervivencia y la muerte 
celular. A este respecto, p53 puede bloquear de manera eficaz la progresión del ciclo 
celular, activando la transcripción del inhibidor de ciclina dependiente de cinasa conocido 
como p21, aunque muchos otros genes blanco para p53, como 14-3-3” y GADDAS5, 
pueden contribuir a esta respuesta. La inducción de p21 es en extremo sensible aun a 
bajos niveles de p53, lo cual sugiere que un bloqueo temporal del ciclo celular en G1 es 
inducido por estrés o un daño en el DNA, y permite a las células sobrevivir hasta que el 
daño o el estrés sean removidos. Sin embargo, una detención prolongada del ciclo celular 
puede ser dañina, si una célula con potencial carcinogénico no puede ser reparada y 
escapa a la detención del ciclo, para comenzar a proliferar otra vez. Además de controlar 
el crecimiento, p53 es capaz de regular otros procesos celulares importantes, como la 
apoptosis, la generación de especies reactivas, la senescencia y la autofagia, lo cual se 
aprecia en la figura 36-5. Además, en fechas recientes se ha asociado también a p53 en la 
generación de angiogénesis. Así como Rb, también p53, además de encontrarse mutado 
en más de 50% de los cánceres, está mutado en un cáncer hereditario raro como es el 
síndrome de Li-Fraumeni. Las personas con este síndrome tienen alta susceptibilidad a 
generar una gran cantidad de tumores de manera autosómica dominante. Estos individuos 
heredan una copia defectuosa del gen p53, y al igual que en el caso de Rb, un segundo 
paso o alteración desactiva la copia restante. La búsqueda de nuevos genes supresores de 
tumores aún sigue, lo cual permitirá de una manera global entender la función de estos 
genes y delinear nuevas vías moleculares involucradas en la generación de cáncer y 
enfermedades hereditarias (cuadro 36-6). 
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AUTOFAGIA 


ROL EN 
CITOPLASMA 4 
SOBREVIVENCIA 


SESTRINAS 


PUMA 


A crecimiento 


Figura 36-5. Respuestas de p53 como mediador de la supresión de tumores. El control de supervivencia, 
proliferación, senescencia y muerte celular es mediado por la regulación de la expresión de genes blanco de p53. 


1391 
booksmedicos.org 


Gen celular 


Oncogén 
Oncogén Oncogén 
Oncogén 


Proteína de 
fusión anormal 
debida a un 
rearreglo de 
genes cam- 
biando su 
estructura y 
función 


Proteína que Proteína 


incrementa su anormal debida 

expresión a una mutación 
debida a una que causa un 
regulación cambio en la 


alterada función 
proteica 


Figura 36-6. ¿Qué son los oncogenes? Un oncogén es un gen que codifica una proteína capaz de transformar 
células en cultivo o inducir cáncer en animales. Estos oncogenes son versiones mutadas de genes celulares que 
codifican proteínas las cuales estimulan el ciclo celular. Las versiones mutadas causan sobreactivación de estas 
proteínas, lo que da como resultado proliferación exacerbada. Los oncogenes experimentan una ganancia de 
función al ser dominantes sobre los genes celulares. 


Cuadro 36-6. Genes supresores de tumores, función que desarrollan y cáncer asociado 


1392 
booksmedicos.org 


APC Controla la actividad de factores de transcripción específicos involucrados en la Adenomatosis familiar y carcinomas 
tumorigénesis, el desarrollo y la homeostasis de algunos tipos celulares, colorrectales no familiares 
incluyendo células epiteliales y linfáticas. Este gen ha sido implicado en la 
proliferación celular y otras actividades celulares como migración y adhesión 


BRCA1, Reparación del DNA Cáncer mamario familiar y de ovario 
BRCA2 

CDKN2A Gen que codifica los supresores de tumores p16 Y p14arf Tumores cerebrales 

DCC Receptor de netrina 1. Regulación de la proliferación celular y apoptosis de Carcinoma colorrectal 


epitelio intestinal 


SMAD4 Factor de transcripción involucrado en el desarrollo de metástasis e invasividad Tumores colorrectales y de páncreas 
tumoral 


SMAD2 Inyolucrado en la señalización a partir de los receptores para factores de Cáncer colorrectal 
crecimiento; ayuda a SMAD4 en su transporte hacia el núcleo 


MEN1 Codifica la proteína menina, que interactúa con factores de transcripción, Neoplasia endocrina múltiple tipo 1 
proteínas de reparación del DNA, del citoesqueleto y otras; su función no está 
definida con claridad 


MTS1 Inhibidor de cinasas dependientes de ciclinas; regula el paso M elanoma 

del ciclo celular de G1 a S 
NF1 Proteína activadora de la GTPasa de Ras Neurofibromatosis tipo 1 
NF2 Proteína del retículo endoplásmico; organiza la membrana plasmática por Neurofibromatosis tipo 2 


ensamblaje de complejos de proteínas que se unen a actina 


P53 Guardián del genoma (figura 36-5) Cáncer de vejiga, mamario, colorrectal, 
esófago, hígado, pulmón, próstata, 
carcinomas de ovario, tumores de 
cerebro, sarcomas, linfomas y 
leucemias 


PTEN Fosfatasa lipídica. Regula la supervivencia celular Sindrome de Cowden; incrementa el 
riesgo a cáncer de mama y tiroides 


Rb Represor del factor de transcripción E2F, detiene el ciclo celular Retinoblastoma, sarcomas, cáncer de 
vejiga, mama, esófago, próstata y 
carcinomas de pulmón 


VHL Regulación del ciclo celular. Puede incrementar la estabilidad y actividad de p53 Carcinoma renal 
WRN Helicasa de DNA y exonucleasa. Involucrada en la reparación de roturas enel Síndrome de Werner 
DNA 
WT1 Factor de transcripción. Tiene un cometido esencial en el desarrollo Tumores de Wilms (cáncer pediátrico 
de riñón) 


* Los tipos de cáncer listados en esta columna son los asociados de forma predominante con cada gen supresor de tumor, pero no es 
una lista exhaustiva. 


PONA clínico 


Relación bioquímica-clínica 
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Las mutaciones germinales en p53 causan que no se produzca la proteína y se generen cáncer en diferentes tejidos. 

La metilación del DNA es uno de los procesos más importantes; es sinónimo del silenciamiento de la expresión génica y de la 
estructura represiva de la cromatina. Este proceso consiste en la incorporación de un grupo metilo en las citosinas, sólo cuando son 
precedidas por una guanina en la secuencia de DNA (estos sitios son también conocidos como islas CpG. Al silenciarse p53 que es 
un supresor, las células proliferan sin control. 

Cáncer es un término que se usa para enfermedades en las que células anormales se dividen sin control, pueden invadir otros tejidos 
y no mueren cuando deberían hacerlo. El cáncer no es sólo una enfermedad, sino un conjunto de enfermedades, de las cuales pueden 
reconocerse más de 200 diferentes tipos. En 80% de los casos, la proliferación anormal ocurre en células epiteliales, lo que da 
origen a los carcinomas. Las alteraciones en las células mesenquimatosas generan los sarcomas, en las células hematop oy éticas son 
causantes de las leucemias y los linfomas, mientras que en las células derivadas del ectodermo son responsables de los tumores 
neuronales. En el mundo mueren cada año 8.2 millones de personas por cáncer; se reportan 14.1 millones de casos nuevos cada año 
y 32.6 millones de personas viven con esta afección (Globocan, 2012). 
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Oncogenes 


Las células contienen muchos genes que regulan la proliferación celular. Algunas 
mutaciones en estos genes tienen la capacidad de promover la proliferación celular 
descontrolada. A las versiones mutadas de estos genes se les conoce como oncogenes. 
En contraste con los genes supresores de tumores, que ponen freno a la proliferación 
celular, los oncogenes promueven de manera activa la proliferación. Estas versiones 
mutadas por lo común incrementan la actividad de la proteína codificada o la expresión 
del gen normal. Tal tipo de mutaciones se consideran dominantes o mutaciones que 
permiten la ganancia de función, por lo que a diferencia de lo que ocurre con los genes 
supresores, sólo es necesario que una copia del gen se vea mutada para promover el 
cáncer (figura 36-6). El comportamiento celular depende en gran medida de las señales de 
crecimiento, las cuales disparan la división celular. Estas señales actúan sobre receptores 
de membrana (glucoproteínas) que transmiten el mensaje por medio de una cascada de 
transducción de señales que promueve o inhibe la expresión de genes específicos 
(capítulo 33). En este grupo de señales de crecimiento se incluyen factores de 
crecimiento difusibles, proteínas de matriz extracelular y moléculas involucradas en las 
interacciones célula-célula (figura 36-7). Si estas señales de crecimiento están ausentes, 
cualquier célula adquirirá un estado quiescente en vez de un estado de división activa. 
Esta dependencia de factores de crecimiento exógenos es un mecanismo crítico de 
homeostasis celular para controlar el comportamiento celular dentro de un tejido. En 
conjunto, cuando los genes que codifican estas señales de crecimiento mutan, se les 
conoce como oncogenes. Hay cuatro categorías principales en que se clasifica a los 
oncogenes: 
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Factor de crecimiento 


Receptor de Espacio 
factor de crecimiento extracelular 
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intracelular 


y Transductores de señales 
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Figura 36-7. Componentes de una típica cascada de señalización activada por factores de crecimiento. Los 
factores de crecimiento pueden ser hormonas o señales que estimulan la proliferación. Los receptores son 
proteínas de membrana que aceptan señales. Los transductores son moléculas que transmiten la señal desde los 
receptores a otras moléculas intracelulares involucradas en la proliferación celular. Los factores de transcripción 
son proteínas que se unen al DNA y permiten la expresión de proteínas implicadas en la proliferación celular. 


A) Aquellos genes que codifican factores de crecimiento o sus receptores. Entre los 
principales se encuentran: factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF, del 
inglés platelet-derived growth factor), factor de crecimiento epidérmico (EGF, del 
inglés epidermal growth factor), factor de crecimiento de fibroblastos (FGF, del 
inglés fibroblast growth factor), factor de crecimiento semejante a insulina (IGF, del 
inglés insulin-like growth factor) y sus respectivos receptores, que pertenecen a la 
familia de las cinasas de tirosina. Las mutaciones en estos genes podrían dar como 
resultado: 1) sobreexpresión de la cascada de señalización, 2) una señalización 
independiente del receptor o 3) cambios en el tipo de receptores, mecanismos que 
han sido descritos en diversos tipos de cáncer. 

B) Los que codifican proteínas estimuladoras de cascadas citoplasmáticas de 
señalización, en donde se recibe la señal de la membrana y a partir de adaptadores de 
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bajo peso molecular transducen la señal hacia el núcleo. Dentro de este grupo se 
encuentran los genes de la familia de Ras y la cinasa relacionada con el ciclo celular o 
c-crk, entre otros. 

C) Aquellos que codifican factores de transcripción que promueven el crecimiento. A 
este grupo pertenecen genes como la familia de myc, fos y jun, entre otros. 

D) Los que codifican otro tipo de proteínas que han sido relacionadas con cáncer, 
como podrían ser: antagonistas de supresores de tumores como el gen mdm2 o 
inhibidores de la apoptosis, como Bcl-2. 

En las últimos decenios se ha estudiado de manera intensa esta área del conocimiento, 
se han descubierto nuevas vías, y se les ha revisado e interrelacionado; ello ha permitido 
un mayor entendimiento de cómo las diferentes señales de crecimiento, ya sean 
intrínsecas o extrínsecas, transmiten sus mensajes de crecimiento, quiescencia, 
supervivencia y muerte. 
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Atributos del cáncer 


Si bien la mayoría de los oncogenes y genes supresores de tumores son genes que 
participan en la regulación del ciclo celular, los investigadores se dieron cuenta de que la 
generación del cáncer no sólo involucra alteraciones en el ciclo celular. Es por ello que en 
el año 2000, Hanahan y Weinberg reportaron que al menos seis diferentes procesos están 
alterados en la mayoría de los cánceres; a estos procesos se les conoce como sellos 
distintivos o atributos del cáncer. Esos autores sugieren que el vasto catálogo de 
genotipos celulares presentes en las células tumorales es la manifestación de alteraciones 
en la fisiología celular que de manera colectiva dictan el crecimiento maligno. Entre ellos 
están: autosuficiencia de señales de crecimiento, evasión de la apoptosis, insensibilidad a 
señales contra el crecimiento, potencial ilimitado de multiplicación, anglogénesis continua 
e invasión de tejido y metástasis (figura 36-8). Si bien Hanahan y Weimberg mencionan 
que estos seis atributos son compartidos por la gran mayoría de los cánceres, tanto el 
mecanismo como la secuencialidad por la cual estos atributos se adquieren son del todo 
variables y particulares para cada cáncer; esto quiere decir que incluso entre individuos 
con el mismo tipo de cáncer se observa un mecanismo y una secuencialidad diferente. 
Por ejemplo, hay procesos que podrían en un solo evento generar la adquisición de dos o 
tres atributos por una célula, como es el caso de mutaciones en el gen supresor de 
tumores p53 (figura 36-5), ya que al estar mutado facilita la angiogénesis y la evasión de la 
apoptosis, mientras que en otro tumor esos atributos podrían adquirirse por procesos 
diferentes. Se han incorporado algunos nuevos atributos que en la última década se han 
reconocido como parte fundamental de la generación de las células cancerosas, como es 
el caso de la reprogramación del metabolismo energético celular y la evasión del sistema 
inmunitario; asimismo, en el último decenio se ha observado que los tumores son 
complejos tejidos compuestos por diferentes tipos celulares que participan en múltiples 
interacciones, formando el estroma asociado al tumor que es un participante activo en la 
tumorigénesis. Este estroma contribuye al desarrollo y la expresión de ciertos atributos, 
por lo que la biología de los tumores ya no puede entenderse sólo como una enumeración 
de atributos, sino como la suma de contribuciones del microambiente tumoral a la 
tumorigénesis. Dentro de los atributos del cáncer, la capacidad de producir metástasis 
tiene un cometido muy importante en la morbilidad y mortalidad de la enfermedad, ya 
que la adquisición de esta característica en la mayoría de los casos da como resultado 
una enfermedad clínica incurable. A pesar de la importancia obvia de la metástasis, el 
proceso al nivel bioquímico y molecular no se ha caracterizado por completo. Sin 
embargo, en los últimos años han comenzado a identificarse algunos participantes de este 
proceso; así, un nuevo grupo de genes, llamados supresores de metástasis, han ayudado 
a conocer nuevas facetas del proceso de metástasis y se han considerado blancos 
potenciales de nuevas estrategias terapéuticas. La adquisición de la capacidad invasiva 
involucra cambios en la adhesión celular y el inicio de la movilidad celular, lo que da 
como resultado la proteólisis de la matriz extracelular, la cual culmina con la salida de las 
células hacia el torrente sanguíneo o bien hacia la vía linfática. A partir de este punto, la 
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supervivencia de las células en el torrente sanguíneo, su detención en un órgano distante 
y su extravasación son muy eficientes y exitosas. La siguiente fase de la metástasis, 
llamada colonización metastásica, es un proceso ineficiente, de manera que la tasa de 
invasión y la colonización metastásica predicen en términos generales la capacidad 
metastásica de un tumor. El primer gen supresor de metástasis, NM23, fue identificado 
en 1988, y desde entonces sólo ocho genes se han confirmado como genes supresores de 
metástasis (cuadro 36-7). Estos genes se han identificado en diferentes tipos de cáncer, por 
su reducida expresión en las células metastásicas tumorales comparada con la expresión 
en células tumorales no metastásicas. Intervienen en muchos aspectos de la transducción 
de señales, incluyendo vías que participan en invasión, señalización dependiente de 
receptores de factores de crecimiento, vía de las cinasas activadas por mitógenos, 
comunicación célula-célula y transcripción del DNA. 
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Figura 36-8. Atributos del cáncer. La gran mayoría de las células deben adquirir al menos estos seis diferentes 
atributos para poder transformarse. 


Cuadro 36-7. Genes supresores de tumores 


NM 23 Melanoma Cinasa de histidinas; fosforila la cinasa supresora de RAS la cual induce la 
Mama activación de la vía ERK 1/2 
Colon 

MKK4 Próstata MAPKK: fosforila y activa p38 y las cinasas JNK 
Ovario 
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KAII 


BRMS1 


KiSSl 


Próstata 
Mama 


Mama 
Melanoma 


Melanoma 
Mama 


RHOGDI2 Vejiga 


CRSP3 
VDUP1 


Melanoma 


Melanoma 


Integrina que interactúa con el factor de crecimiento epidérmico 
Comunicación (gap-junction) 
Ligando del receptor acoplado a proteínas G 


Regula la función de RHO y RAC 
Coactivador transcrip cional 


Inhibidor de la tiorredoxina 
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Teoría de la célula madre cancerosa 


La teoría de la célula madre cancerosa surge de la baja probabilidad de que una célula 
diferenciada tenga suficiente tiempo para acumular mutaciones y convertirse en cáncer. 
Dado que las características de una célula madre le confieren rasgos muy semejantes a 
los que expresan los cánceres, estas células son un blanco fácil para la acumulación de 
anomalías genéticas, las cuales llevan a la formación de un cáncer. El modelo de la célula 
madre cancerosa fue descrito por primera vez en 1997, cuando John Dick et al., hacían 
investigaciones sobre la jerarquía funcional durante la formación de las células 
sanguíneas y cómo esta jerarquía se mantenía en células hematopoyéticas tumorales. Las 
células madre cancerosas pueden generarse por mutaciones con capacidad transformante 
o por eventos epigenéticos que conlleven una ganancia de actividad de autorrenovación o 
la pérdida de algunas características de la diferenciación que ocurren en células madre 
multipotentes, células progenitoras y células madre específicas de tejido. Esta hipótesis 
ha sido apoyada en términos funcionales por la observación de que en un tumor sólo una 
pequeña fracción de las células tiene la capacidad de regenerar la población entera del 
tumor. Muchos grupos han extrapolado la hipótesis de la célula madre cancerosa del 
sistema hematopoyético a cánceres sólidos, y utilizando técnicas de cultivo in vitro y 
modelos in vivo de trasplantes, han establecido la presencia de estas células en diversos 
órganos como colon, páncreas, próstata, cerebro y tumores de mama. Se considera que 
el grado de diferenciación de un carcinoma depende de la proporción de células madre 
cancerosas presentes en él Las células diferenciadas derivadas de células madre 
cancerosas no son normales, pero tienen la peculiaridad de no poder desarrollar cáncer, 
por lo que si se logran diferenciar las células madre malignas podrían desarrollarse 
terapias alternativas. 
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Epigenética del cáncer 


Los estudios “ómicos” y el entendimiento de los eventos que se sabe ocurren más allá del 
genoma (epigenética) han cambiado de manera profunda la manera de entender y 
afrontar el cáncer. La cantidad de datos generados por los estudios “ómicos” (llámense 
genómicos, proteómicos, entre otros) ha hecho posible identificar mutaciones que son 
específicas de tumores y el perfil individual proteínico, de DNA y de expresión de RNA 
de diversos tumores, así como probar en sistemas animales o celulares las respuestas de 
ciertos genotipos a fármacos particulares. De este modo, los estudios “ómicos” han 
identificado nuevos blancos y nuevos tratamientos específicos de genotipo y han 
generado nuevas estrategias para validar estos nuevos blancos y fármacos, generando así 
un potencial clínico muy amplio al permitir clasificar a los tumores con base en sus 
perfiles “ómicos”. Por otro lado, la funcionalidad del genoma depende también de 
cambios debidos a mecanismos epigenéticos, entendidos como aquellos procesos 
heredables que tienen que ver con la regulación diferencial de la expresión de los genes y 
su Organización genómica, sin que ocurran cambios en la secuencia del DNA. Las 
diferencias epigenéticas, adquiridas durante la vida, entre los gemelos monocigóticos 
explican diferencias en el fenotipo, así como diferencias en la susceptibilidad a 
enfermedades como el cáncer. Mientras más alejados estén los gemelos monocigóticos, 
mayor va a ser la diferencia en su epigenoma (Steller, 2008). Hay varios niveles de 
modificación epigenética: metilación de DNA, modificación de histonas y RNA no 
codificante. 

La metilación del DNA es uno de los procesos más importantes; es sinónimo del 
silenciamiento de la expresión génica y de la estructura represiva de la cromatina. Este 
proceso consiste en la incorporación de un grupo metilo en las citosinas, sólo cuando son 
precedidas por una guanina en la secuencia de DNA (estos sitios son también conocidos 
como islas CpG). La metilación de DNA es importante para el control de ciertos genes 
tejido-específicos (algunos sólo se expresan en tejidos tumorales); así como en el 
imprinting genómico y en la inactivación de una parte del cromosoma X en mujeres 
(Steller, 2008). 

La incorporación de este grupo metilo se lleva a cabo por una familia de enzimas 
llamadas metiltransferasas. Hay dos mecanismos principales por los cuales la metilación 
del DNA influye de manera negativa en la expresión génica. El primero y más directo es 
la interferencia de reconocimiento de secuencias de unión al DNA de los factores de 
transcripción, debido a la presencia del grupo metilo en un promotor o un elemento 
regulador. El segundo, y el que parece ser la estrategia más usada, es que la metilación 
del DNA es reconocida por una familia de proteínas nucleares conocidas como proteínas 
de unión a islas CpG o a dominios de unión de metilos. De tal manera que su acción 
represiva es mediada por la acción de correpresores y el reclutamiento de acetilasas de 
histonas. Esta compleja interacción da por resultado un mecanismo general en el que el 
efecto represivo de la metilación del DNA es mediado de manera directa por la inducción 
de una estructura de la cromatina cerrada y compacta. Por ello, la remodelación de la 
cromatina es un mecanismo crítico para la regulación epigenética. Una de las principales 
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actividades de la remodelación de la cromatina está representada por una gran variedad 
de modificaciones covalentes de las histonas, a las cuales en conjunto se les conoce 
como código de histonas; entre tales modificaciones se incluyen acetilación, 
desacetilación, metilación, fosforilación y más recientemente, ubiquitinación y 
sumolización de las histonas. 

En general, la acetilación de histonas implica la activación transcripcional. En cambio, 
la hipermetilación de las islas de CpG en los promotores de genes supresores de tumores, 
en cáncer se asocian a una particular combinación de marcadores de histonas: 
desacetilación de las histonas H3 y H4, pérdida de la trimetilación de la H3K4, ganancia 
en la metilación de la H3K9 y trimetilación de la H3K27, entre otros. Es frecuente 
observar en cáncer la pérdida de la monoacetilación y la trimetilación de la histona H4 en 
los residuos Lys16 y Lys20, respectivamente. 

Pero los anteriores no son los únicos mecanismos epigenéticos de regulación del DNA, 
pues en fechas recientes se han descrito algunos otros elementos con la capacidad de 
alterar la expresión génica como los complejos de remodelación dependientes de ATP, 
miembros de la familia Polycomb y Trithorax, así como RNA no codificantes. Dentro de 
estos últimos se encuentran los microRNA. Éstos a diferencia de otros genes 
involucrados en el cáncer, no codifican ninguna proteína; los productos de estos genes 
consisten en una hebra de RNA de alrededor de 21 a 23 nucleótidos, cuya función es 
regular la expresión génica. 

Una molécula de microRNA puede alinearse con un RNA mensajero que contenga una 
secuencia complementaria a la secuencia de dicho microRNA. De esta manera el 
microRNA bloquea la traducción proteínica, causando la degradación del RNA 
mensajero. Se ha mapeado la presencia de muchos microRNA y resulta interesante el 
hecho de que la gran mayoría de ellos se localizan en regiones con alta probabilidad de 
sufrir rearreglos, deleciones y amplificaciones en células tumorales. Las regiones del 
genoma que de manera consistente sufren rearreglos cromosómicos en células cancerosas 
que no contienen ni oncogenes o genes supresores de tumores, presentan genes que 
codifican para microRNAs. 

Los estudios de perfiles de expresión de microRNA han revelado que éstos poseen 
“firmas” asociadas tanto a la clasificación de los tumores como al diagnóstico y la 
progresión, y al pronóstico y la respuesta al tratamiento. Los microRNA pueden 
presentarse tanto sobreexpresados como subexpresados en las células tumorales. Los que 
están sobreexpresados podrían tener una función como oncogenes, ya que causarán la 
subexpresión de genes supresores de tumores, mientras que los que están subexpresados 
podrían tener una función similar a los genes supresores de tumores, ya que la pérdida de 
su expresión permitiría que algunos oncogenes se expresaran. Una de las últimas 
revisiones que hay en el campo reveló que 180 miRNAs son regulados por metilación en 
su región promotora del DNA en 36 diferentes tipos de cáncer, (lo cual indicaría que 
estos microRNAs funcionarían como genes supresores de tumores), esto equivale a 6.9 
% de todos los microRNAs maduros que se conocen. De esta lista de microRNAs, 55 % 
son microRNAs específicos para un cierto tipo de cáncer, mientras que el resto está 
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presente en al menos dos tipos de cáncer (Strmsek and Kunej 2015). 
En el cuadro 36-8 se ejemplifican algunos de las alteraciones más frecuentes que se 
encuentran relacionadas al cáncer. 


Cuadro 36-8. Alteraciones epigenéticas más frecuentes presentes en diversos tipos de cáncer 


Hipermetilación O06-MGMT Glioblastoma, cáncer testicular, cáncer de colon y Steller M, 2008 
retinoblastoma 
Hip ermetilación Brcal Cáncer de mama triple negativo Stefansson et al., 2012 
Hipermetilación miR-34 Cáncer colorrectal Vogt et al., 2011 
Hipermetilación miR-24, miR-328, Cáncer de mama Cordero et al., 2015 
miR-1286 
Hipermetilación miR-9-3 Leucemia linfocítica crónica Wang et al., 2013 
Sobreexpresión miR-17-92 Cáncer de pulmón, mama, estómago, próstata, colon y Volinia et al., 2006 
páncreas 
Sobreexpresión miR-9, miR-20, Angiogénesis Takasaki, 2015 
miR-30 
Sobreexpresión miR-21, miR-199 Cáncer cervical 
Sobreexpresión miR-21,miR-221 Cáncer de cerebro 
Sobreexpresión miR-9,miR-10b, Cáncer de mama 
miR-17,miR21, 
miR29b, miR29b, 
miR-34, miR-146, 
miR-150 
Alteración de la Acetiltransferasas de Presencia de proteínas quiméricas: MLL-CBP: MO2- Dawson and 
expresión histonas TIF2. Leucemia Kouzarides, 2012 
Alteración de la Desacetilasas de Presencia de proteínas quiméricas: PM L- 
expresión histonas RAR2:AMLI1-ETO. Leucemia 


También los estudios ““omicos” han tenido un gran impacto en el campo de las terapias 
contra el cáncer, estos nuevos estudios han sugerido una gran cantidad de posibles 
blancos moleculares específicos que ofrecen nuevas perspectivas al tratamiento de esta 
enfermedad. Hay una gran cantidad de nuevos fármacos que están en fases preclínicas, 
clínicas, y otros ya en uso. Hay agentes desmetilantes de DNA, así como inhibidores de 
deacetilasas (HDAC), inhibidores de metiltransferasas; inhibidores de demetilasas; 
inhibidores de quinasas; de acetiltransferasas, inhibidores de las sirtuinas, entre otros. 
Otra estrategia de terapia epigenética que se ha utilizado es buscar el incremento en la 
expresión de los miRNAs. 
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Perspectivas del estudio del cáncer 


El cáncer es una enfermedad multifactorial y aun se requiere de una visión holística que 
permita entender las alteraciones genéticas, ya sean adquiridas o heredables, que 
favorecen la adquisición de los atributos cancerosos. Por lo que su estudio deberá tomar 
las ventajas de los estudios Ómicos (transcriptoma, metaboloma, metiloma, miRnoma, 
entre otros) que ayuden a generar una biología de sistemas de cada cáncer en particular, 
esto tendrá efectos tanto en el conocimiento del proceso carcinogénico, como en el 
establecimiento de nuevos biomarcadores para su detección, tratamiento y diagnóstico de 
esta enfermedad. 


e Preguntas de reforzamiento 


1. Los tumores malignos derivados de las células epiteliales son llamados: 


A) Leucemias 
b) Sarcomas 
C) Adenomas 


dl) Adenocarcinomas 


2. En México la primera causa de mortalidad por cáncer en hombres es 


a) Cáncer de mama 
b) Cáncer de próstata 
C) Cáncer de pulmón 


dl) Leucemias 


3. El cáncer es más frecuente en el siguiente grupo de edad 


a) 0a 18 años 

b) 18 a35 años 

€) 35 a 59 años 
d) Más de 60 años 


4. ¿Qué porcentaje de las muertes por cáncer se atribuye al uso del tabaco? 


a)5a10% 

b) 10 a 15% 
€) 20 a25% 
d) 30 a40% 


5. Las familias con cáncer hereditario 


a) Es seguro que todos los miembros desarrollaran cáncer 


b) Es causado por mutaciones germinales en genes como BRCA1 y TP53 
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€) Sólo las mujeres desarrollan cáncer 


d) Se diagnostica si una paciente tiene un familiar con cualquier tipo con cáncer 


6. Los microRNA 


a) Son pequeños fragmentos de ADN mutados 
b) Regulan la expresión génica 
C) Se generan al romperse el DNA cuando se expone a luz UV 


d) Se generan al romperse el DNA cuando se expone al tabaco 


7. Es el gen mutado en 50% de los tumores malignos 


a) TP53 
b) RB2 
C) BRCAI 
d) BRCA2 


8. El cáncer 


a) Es una enfermedad multifactorial producida por la interacción de genes y ambiente 
b) Sólo se presenta en personas con antecedentes familiares 
c) Sólo se presenta en personas que fuman 


d) Sólo se presenta en personas sedentarias 


Respuestas: 1. d, 2. b, 3. d, 4. d, 5. b, 6. b, 7. a, 8. a. 
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e Glucosa 

+ Urea 

e Creatinina 

e Ácido úrico 

e Triacileliceroles 

e Colesterol 

e Lipoproteínas VLDL, LDL, HDL 
e Electrólitos 

e Enzimología clínica 

e Transaminasas 

e Creatina cinasa 

e Lactato deshidrogenasa 

e Gamma-glutamil transferasa 

e Amilasa 

e Lipasa 

e Integración de los análisis clínicos 


e A clave 


1 Función del laboratorio de análisis clínicos. 

2 Factores que influyen en el proceso analítico. 

3 Elementos que pueden constituir una Química Sanguínea. 
Á Enzimas de escape. 


5 Intervalos de referencia. 
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Resumen 


Las células requieren del intercambio de sustancias con el medio que las rodea, es decir, 
aprovechan los ¡ones y nutrientes que provienen de la dieta y eliminan las sustancias que 
se producen como desechos celulares. En este capítulo se revisan ejemplos de cómo la 
identificación y, o cuantificación, de algunos analitos celulares, liberados al torrente 
circulatorio durante el metabolismo, en conjunto con la historia clínica del paciente y con 
el apoyo de otros estudios de gabinete, ayudan a los médicos a detectar y conocer el 
origen de algunas enfermedades, así como aplicar acciones farmacológicas concretas para 
recuperar la salud del paciente. 
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Introducción 


Conceptos básicos en la bioquímica clínica 


En condiciones normales, un individuo realiza las funciones metabólicas gracias al 
intercambio de nutrientes y a la eliminación de los desechos. Por ejemplo, el músculo 
esquelético almacena creatina-fosfato como un recurso energético adicional liberando 
creatinina a la sangre. En la figura 37-1 se ejemplifican algunos de estos procesos. 


Síntesis de proteínas Contracción muscular Contracción muscular 
lípidos y carbohidratos sintesis de proteínas 


+ Creatinina 
* Urea 
+ Ácido úrico 


Neurotransmisores Síntesis de Orina 
sinapsis grasa 


Figura 37-1. Intercambio de nutrientes y desechos metabólicos. 


Para conocer con precisión las modificaciones que se producen por la enfermedad y 
proporcionar la terapéutica médica adecuada, es necesario determinar los cambios 
bioquímicos a nivel celular, una opción es obtener biopsias del tejido enfermo, este 
procedimiento es riesgoso, invasivo, costoso y en ocasiones de difícil acceso, por lo que 
los fluidos corporales son una alternativa apropiada para determinar los analitos que 
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reflejan la condición metabólica del paciente. 

En el curso de las enfermedades se pueden presentar cambios en el metabolismo y 
daño a la integridad celular, incrementando la liberación de ciertas moléculas a la 
circulación. Así, el laboratorio de análisis clínicos puede detectar las modificaciones en la 
concentración de analitos en sangre, o bien la presencia de proteínas y enzimas que se 
liberan al torrente circulatorio como resultado de un proceso inflamatorio o de la rotura 
de la membrana celular (figura 37-2). 


ATP ATP 
ADP ADP 
be — be 
Creatinina 


Creatinina Creatinina Enzima 


Figura 37-2. Modificación de los niveles de creatinina en sangre y liberación de enzimas en estado patológico. 


La bioquímica clínica analiza de forma cualitativa y cuantitativa los líquidos corporales 
a través de métodos químicos y enzimáticos, proporcionando información de las 
sustancias relacionadas con el metabolismo celular en individuos sanos o enfermos, 
permitiendo comprender los procesos bioquímicos relacionados con cambios fisiológicos, 
patológicos o los inducidos por maniobras terapéuticas. 
La función del laboratorio de análisis clínicos en la medicina es relevante porque 
proporciona información que, al integrarse con la historia clínica del paciente, contribuye 
a la prevención, diagnóstico, pronóstico y evolución de una enfermedad. De esta forma, 
los ensayos bioquímicos dan respuesta a las preguntas generadas por el médico sobre la 
enfermedad del paciente. En el cuadro 37-1 se enlistan algunas contribuciones del 
laboratorio para el diagnóstico clínico. 


Cuadro 37-1. Importancia del laboratorio clínico 


Las pruebas de laboratorio contribuyen en el manejo médico del paciente porque ayudan a: 
1. Diferenciar o confirmar un diagnóstico 


2. Evaluar la gravedad de una enfermedad 
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3. Seguir el curso del padecimiento (evolución, estabilidad o resolución) 
4. Detectar la recurrencia de la enfermedad 


5. Elegir los medicamentos y ajustar el tratamiento 


Los estudios solicitados con más frecuencia son química sanguínea, determinación de 
iones, perfil lipidico y actividades de las enzimas de escape, estudios que permiten 
conocer cómo se encuentra la función general de los tejidos del organismo. 

El examen general de orina (EGO) ofrece excelente información acerca de los 
equilibrios ácido-base e hidroelectrolítico, alteraciones metabólicas de patologías renales y 
extrarrenales. En la figura 37-3, se muestran los analitos que son cuantificados en una 
química sanguínea básica, que proporcionan información del metabolismo de lípidos, 
carbohidratos, proteínas y ácidos nucleicos. 


Química sanguínea 


Ácidos 


Lípidos Corbohidratos Proteínas > 
nucleicos 


Figura 37-3. Química sanguínea básica de seis elementos. 


Las pruebas de laboratorio usan intervalos de referencia como valores “normales”, los 
cuales deben tomarse con precaución por el médico, ya que estos valores están dirigidos 
a poblaciones especificas; los límites de referencia de los analitos en las pruebas de 
laboratorio corresponden al intervalo en el que caen los resultados de 95% de la 
población de individuos sanos, en donde se obtiene una distribución estadística de 
comportamiento normal por lo que se debe considerar que un resultado fuera del 
intervalo no indica la presencia de una enfermedad, ni un resultado dentro del intervalo 
es ausencia de ella. 


Factores que el personal médico debe considerar al 
seleccionar un laboratorio de análisis clínicos 


El laboratorio de análisis clínicos debe mantener una relación constante y cooperativa con 
los médicos para informar de manera oportuna sobre nuevos métodos de detección o la 
disponibilidad de nuevas pruebas diagnósticas. 

El médico necesita asegurarse de que el laboratorio informa resultados confiables, 


1413 
booksmedicos.org 


tomando en consideración que: 


1. El personal está calificado, tiene experiencia y se actualiza de forma constante. 
2. El equipo es apropiado, está calibrado y se le da mantenimiento con regularidad. 
3. Los procesos analíticos son los adecuados para mantener la calidad en los 


resultados. 


OVo0 Da 


. Los métodos y procedimientos de prueba están validados. 

. La trazabilidad de la medición cumple con las normas nacionales. 

. El procedimiento para informar y registrar los resultados es adecuado y oportuno. 
. La infraestructura facilita la obtención y el análisis de las muestras. 

. Se mantiene un acervo histórico de los pacientes. 

. La información se resguarda de manera segura y con criterios de confidencialidad. 


Factores que influyen en el proceso analítico 


El laboratorio de análisis clínicos debe preservar la confiabilidad, mantener el control de 
calidad y considerar la variabilidad, que es la suma de todos los factores biológicos que 
influyen desde antes de la toma de la muestra hasta la obtención de resultados y que 
están asociados con los factores analíticos en sus fases: preanalítica, analítica y 
posanalítica. En el cuadro 37-2 se muestran los factores que pueden influir en los 
resultados que se obtienen en el laboratorio. 


Cuadro 37-2. Factores que pueden influir en los resultados de los análisis químico clínico 


1. Variabilidad 1.1. Variaciones 
biológica intraindividuales 


1.2. Variaciones 
interindividuales 


2. Variabilidad 2.1. Preanalíticas 
analítica 


2.2. Analíticas 


2.3. Posanalíticas 


e Factores metabólicos, ayuno, ejercicio intenso reciente, ritmos 
biológicos 


e Genéticos: sexo, raza 

e Fisiológicos: edad, embarazo, ciclo menstrual 

e Geográficos: altitud, clima 

e Morfológicos: estatura, masa corporal 

+ Dietéticos: estado nutricional 

e Ambientales: estrés, profesión, ejercicio muscular 


e Ayuno 

e Postura 

e Punción arterial o venosa 
e Aplicación del torniquete 
e Anticoagulante 

e Transporte de la muestra 
e Temperatura 

e Calidad de la muestra 


e Calibradores 
e Reactivos 

e Controles 

e Analizadores 
e Interferencias 


e Cálculos de concentraciones 
e Unidades de medición 
e Límites de referencia 
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* Interpretación 
e Comunicación oportuna de los resultados 
e Valores críticos 


Modificado de: Terrés-Speziale A Rev. Mex. Patol clin, Vol. 53, Núm. 4, pp 185-196, 2006. 


En la figura 37-4 se muestran algunas vías metabólicas y se observa el intercambio de 
analitos con la sangre y los productos de desecho en la orina. Los líquidos corporales 
más empleados por su fácil y rápida obtención son: sangre y orina. Su obtención es de 
bajo costo y en general proporcionan de manera fiel la asociación entre las alteraciones 
celulares y el tejido afectado. La sangre transporta, además de sus propios componentes, 
los nutrientes y hormonas que modulan el metabolismo celular que le permite al 
organismo adaptarse a las diferentes condiciones fisiológicas. De manera similar, la orina 
refleja en gran medida el comportamiento de las células, por lo que la determinación de 
ciertos analitos en este fluido adquiere relevancia. 


: ) Proteínas 
e 2 
A Sintesis de pan Pirimidinas 


Sintesis 


compuestos 
(N) importantes Purinas 
Creatina-P 
aKG 
Transaminación Desaminación Ácido úrico y 
(Ser, Thr, His) creatinina 
/ l Cuerpos 
Piruvato ~> Acetil-CoA cetónicos Gin 
E > ya) ¡Dh at ———> NH,* 
Urea 
< co, 
Malato A: 
a- Cetoácidos 

l 
) aps pm Carbamoil-P 
> y Ornitina 

ATP S— Citrulina ff Ciclo urea WAJ 
Arginino Orina 


succinato 


Figura 37-4. Metabolismo celular e intercambio de sustancias. 


Aspectos generales de las determinaciones 


Los analitos de interés médico se cuantifican por reacciones químicas o enzimáticas, en 
las que se emplean una gran diversidad de técnicas. Las más usadas son las de 
espectroscopia de absorción, que se basan en la capacidad de los compuestos de 
absorber energía luminosa. En los ensayos directos la enzima actúa sobre un sustrato 
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específico, lo que permite cuantificar la desaparición del sustrato o la aparición del 
producto midiendo el cambio de absorbancia. 

Existen muchos analitos que son difíciles de cuantificar, para estos casos se emplean las 
reacciones enzimáticas acopladas, es decir, se enlaza una segunda enzima o varias 
enzimas que de manera ordenada transforman el analito en algún compuesto que pueda 
cuantificarse con facilidad (cromógeno), siendo la concentración del cromógeno 
proporcional a la concentración del sustrato inicial. 

Algunas reacciones enzimáticas acopladas utilizan o producen un cofactor que puede 
detectarse de forma espectrofotométrica, como son algunas óxido-reductasas que forman 
NAD(P)H/NAD(P Y, por ejemplo, al cuantificar la actividad de la enzima lactato 
deshidrogenasa. La figura 37-5 representa el método de reacción enzimática acoplada. 


Enzima 1 
Analito +B —m y C+D 


Muestra Enzima 2 


E +F) 


pa Cromógeno y 


O 


Detector 


Figura 37-5. Esquema general de reacciones enzimáticas acopladas para la cuantificación de un analito de 
importancia clínica. 


Analitos, fisiología y metabolismo 
Química Sanguínea 


La química sanguínea se solicita con frecuencia por los médicos para evaluar el estado de 
salud de una persona, debido a que refleja la función metabólica de distintos Órganos. La 
química sanguínea más completa considera 36 elementos, mientras que la básica incluye 
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sólo seis: glucosa, urea, ácido úrico, creatinina, colesterol y triacilgliceroles. La elección 
de los analitos a determinarse depende de lo que el médico considere pertinente de 
acuerdo a la historia clínica del paciente. En la figura 37-6 se muestra cómo se relaciona el 
funcionamiento de los órganos y sistemas con los analitos y enzimas detectadas en la 
química sanguínea. 


Química sanguínea 


Función 
cardiovascular 


me 
Función rena 
ARS 
Función hepática 3 úm 


Figura 37-6. Química sanguínea. 


Analitos de una química sanguínea básica 
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Glucosa 


La concentración de glucosa en sangre (glucemia) se mantiene entre límites estrechos sin 
causar sintomatología. A este proceso se le conoce como homeostasis de la glucosa, que 
es la capacidad del organismo para mantener la glucemia, se regula por la interacción 
coordinada y dinámica de la insulina, glucagon, adrenalina, cortisol y hormona del 
crecimiento, entre otros, como se describió en los capítulos 16 y 34. 

En el ayuno temprano (entre 6 a 8 h), al disminuir la glucemia, el páncreas reduce la 
secreción de insulina e incrementa la liberación de glucagon, estimulando la movilización 
de las reservas de glucógeno hepático para mantener la concentración de glucosa en el 
intervalo de 70 a 110 mg/dL. Si el ayuno se prolonga (más de 8 h) se activa la 
eluconeogénesis para mantener la concentración de glucosa en sangre. La determinación 
de la glucemia proporciona información para diagnosticar y controlar las enfermedades 
relacionadas con el metabolismo de los carbohidratos. 


Aplicación clínica 
La alteración en la homeostasis de la glucemia puede producir hiperglucemia (> 120 
mg/dL en ayuno) o hipoglucemia (< 45 a 50 mg/dL). 

La causa más frecuente de hiperglucemia es la diabetes mellitus (capítulo 34), otras 
causas pueden ser resistencia a la insulina o intolerancia a la glucosa, pancreatitis, cáncer 
de páncreas, alcoholismo, procesos febriles o de estrés (forma transitoria), 
hipertiroidismo y síndrome de Cushing, entre otras. 

La hipoglucemia se puede presentar en la desnutrición, en dietas mal controladas, por 
ejercicio intenso sin la adecuada alimentación, presencia de insulinomas, insuficiencia 
suprarrenal, hipotiroidismo, insuficiencia hepática y el uso inadecuado de medicamentos 
hipoglucemiantes. En el cuadro 37-3 se presentan algunas hormonas y fármacos que 
pueden modificar la concentración de glucosa. 


Cuadro 37-3. Sustancias que modifican las concentraciones de glucosa 


ACTH Acetohexamida 
Adrenalina Clorpropamida 
Hormonas tiroideas Insulina 
Furosemida Metformina 
Indometacina Potasio 
Quinetazona Salicilatos 


1418 
booksmedicos.org 


Urea 


La urea es el principal producto de eliminación del nitrógeno en el catabolismo de las 
proteínas y representa alrededor de 45% del nitrógeno no proteico total en la sangre. Se 
origina en el hígado por el ciclo de la urea y se transporta por vía sanguínea a los riñones, 
donde se filtra en el glomérulo para excretarse por la orina en 90%. 


Aplicación clínica 


La concentración sérica de urea varía en pacientes sanos debido a factores como una 
dieta rica en proteínas y al estado de hidratación, incluso como consecuencia del menor 
contenido de agua en los eritrocitos en comparación con el plasma. 

La relación urea/creatinina en sangre ayuda a evaluar la función renal, el estado de 
hidratación, determinar el balance de nitrógeno corporal, la eficacia de la diálisis y la tasa 
de catabolismo proteico. En el cuadro 37-4 se muestran algunos compuestos que pueden 
modificar la concentración de urea. 


Cuadro 37-4. Sustancias que modifican la concentración de urea 


Acetozolamida Prednisona 
Ácido aminocapróico Somatrop ina 
Aciclovir 

Amfotericina B 

Clortalidona 
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Creatinina 


En el músculo, la creatina se convierte en fosfocreatina, un almacén de alta energía que 
se emplea cuando los niveles de ATP son escasos y se requiere continuar con la 
contracción/relajación. Al liberar el fosfato, se convierte en creatinina, una molécula de 
desecho que se transporta por la sangre hasta el riñón para su eliminación mediante la 
filtración glomerular en 90 a 95%, lo que la hace adecuada como un indicador de la 
depuración renal. La tasa de filtración glomerular (TFG) representa la tasa de filtración 
de las nefronas funcionales; la TFG no se puede medir de forma directa, pero se puede 
estimar por la concentración de creatinina sérica, la depuración renal de creatinina o por 
las ecuaciones de estimación de Cockroft-Gault y la MDRD (Modification of Diet in 
Renal Disease), basadas en la concentración de creatinina sérica. 


Aplicación clínica 


La estimación de la TFG es un método sensible para la detección temprana del deterioro 
de la funcionalidad renal, determinar si hay riesgo de padecer la enfermedad renal crónica 
(ERC), diagnosticarla, conocer el estadio de la misma e implementar el tratamiento; 
además, contribuye a predecir cuándo es necesaria la terapia de reemplazo renal, 
prevenir la potencial toxicidad renal o ambas durante el tratamiento con fármacos 
eliminados por esta vía. 

Las concentraciones elevadas de creatinina pueden ser indicio de necrosis tubular 
aguda, deshidratación, nefropatía diabética, glomerulonefritis, insuficiencia renal y 
distrofia muscular, entre otras. 

En el cuadro 37-5 se enlistan algunas sustancias que modifican la concentración de 
creatinina. 


Cuadro 37-5. Sustancias que modifican la concentración de creatinina 


Ácido ascórbico Bilirrubina 
Barbitúricos Hemoglobina 
Cefalosporinas 

Glucosa 

Levadopa 

Metildopa 
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r 
Acido úrico 
Durante la degradación de las bases púricas se produce ácido úrico, que difunde al 
torrente circulatorio para su eliminación a nivel renal, una cantidad significativa se elimina 
por la vía entérica a través de las secreciones biliares, pancreáticas y gastroitestinales. 
El ácido úrico es poco soluble en agua y su concentración plasmática se asocia con la 
edad y los hábitos alimenticios, entre otros. 


Aplicación clínica 


La concentración elevada de ácido úrico (hiperuricemia) pueden deberse a un aumento 
en su producción o a la disminución de su excreción como en: gota, insuficiencia renal, 
diabetes mellitus, estrés, intoxicación por plomo, alcoholismo, hiperlipoproteinemia, 
leucemia, cáncer metastásico, mieloma múltiple, y deshidratación por la terapia diurética, 
entre otras. Por otro lado, los cetoácidos compiten con el ácido úrico por la excreción 
tubular, por lo que su presencia disminuye la excreción del ácido úrico. 

Se denomina uricosuria a una alta concentración de ácido úrico en la orina, que por 
sobresaturación puede cristalizar formando cálculos que obstruyen eventualmente el 
sistema renal. La excreción urinaria de ácido úrico depende de sus concentraciones en la 
sangre, de la filtración glomerular y de la secreción tubular en la orina. 

En la enfermedad renal, la eclampsia, ingestión crónica de alcohol y acidosis cetónica o 
láctica, las concentraciones de ácido úrico en orina se encuentran disminuidas. El uso 
reciente del medio de contraste radiográfico produce disminución de la concentración 
sérica y en la orina. En el cuadro 37-6 se observan las sustancias que modifican las 
concentraciones de ácido úrico en sangre y orina. 


Cuadro 37-6. Sustancias que modifican la concentración de ácido úrico 


Etanol Corticoesteroides Ácido ascórbico 

Ácido acetilsalicílico (dosis bajas) Ácido acetilsalicílico (dosis altas) Estrógenos 

Ácido ascórbico Estrógenos Esteroides 

Cafeína Warfarina Salicilatos 

Diuréticos Infusiones de glucosa Colorantes yodados 
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Triacilgliceroles 


Los triacilgliceroles (TAG) son la reserva energética más importante del organismo. El 
movimiento de los TAG hacia los tejidos se produce en respuesta a diversos estímulos 
como dieta, actividad física, estrés y edad, entre otros. 


Aplicación clínica 

La cuantificación de TAG en suero o plasma permite evaluar y diagnosticar de manera 
diferencial hiperlipidemias primarias o secundarias. Se ha sugerido que los TAG son un 
factor de riesgo independiente para la enfermedad cardiovascular, ya que una elevada 
concentración de TAG se asocia con la acumulación de LDL pequeñas y una menor 
cantidad de HDL, condiciones predisponentes para ateroesclerosis y la enfermedad 
cardiovascular. 

Dado que los riesgos coronarios pueden iniciar 10 años antes sin que se presente algún 
síntoma y se incrementen con el sobrepeso y la obesidad, se sugiere hacer 
determinaciones regulares en plasma de TAG y colesterol en la población asintomática al 
menos una vez al año, para la detección temprana y disminuir el riesgo cardiovascular, 
hipertrigliceridemia y de hipercolesterolemia. 

Por otro lado, la concentración baja de TAG pueden deberse a 
hipobetalipoproteinemia,  abetalipoproteimemia, desnutrición, mala absorción, 
enfermedades del parénquima hepático, hipertiroidismo, entre otras. En el cuadro 37-7 se 
presenta algunas sustancias que modifican la concentración de TAG en sangre. 


Cuadro 37-7. Sustancias que modifican la concentración de TAG 


Colestiramina Ácido ascórbico 

Diuréticos Ácido nicotínico 

Diacepam Asparaginasa 

Corticosteroides Aceite de pescado 

Anticonceptivos orales Estatinas 

Estrógenos Fenofibrato 
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Colesterol 


El requerimiento diario de colesterol se obtiene de los alimentos y de la biosíntesis 
hepática, es necesario para las membranas celulares (capítulo 15), la producción de las 
hormonas esteroides (capítulo 16) y la síntesis de ácidos biliares. El colesterol circula en 
la sangre asociado a las lipoproteínas, las de baja densidad (LDL) transportan alrededor 
de 70%, las de alta densidad (HDL) 15 a 20% y el resto es transportado en las de muy 
baja densidad (VLDL). 


Aplicación clínica 


El aumento de la concentración sérica del colesterol se ha asociado al riesgo de sufrir 
enfermedades cardiovasculares, por lo que su control y regulación tiene interés 
epidemiológico. La cuantificación del colesterol apoya en el diagnóstico y clasificación de 
las lipemias, debe realizarse para completar el perfil lipídico que es un indicador del 
factor de riesgo de ateroesclerosis y del infarto al miocardio. 

Además de las patologías cardiovasculares, las concentraciones elevadas de colesterol 
se asocian a obesidad, hipertensión, diabetes no controlada, hipotiroidismo, síndrome 
nefrótico; mientras que las concentraciones disminuidas de colesterol sérico se asocian 
con cirrosis, hipertiroidismo, desnutrición, anemias perniciosas y hemolíticas. 

En el cuadro 37-8 se presentan algunas sustancias que modifican la concentración de 
colesterol. 


Cuadro 37-8. Sustancias que modifican la concentración de colesterol 


Epinefrina Ácido nicotínico 
Éter etílico Alopurinol 
Furosemida Colchicina 
Levodopa Eritromicina 
Norepinefrina Glucagon 
Miconazol Insulina 
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Lipoproteínas VLDL, LDL, HDL 


Como se describió en el capítulo 19, las lipoproteínas transportan los lípidos entre los 
tejidos del organismo. Las LDL transportan colesterol hacia las células y las HDL lo 
remueven de las células hacia el hígado. Las VLDL y los quilomicrones participan en el 
transporte de TAG. 


Aplicación clínica 


Concentración elevada de colesterol LDL son un factor de riesgo en el desarrollo de 
enfermedades cardiovasculares, al depositarse en las paredes arteriales contribuyendo a la 
formación de ateromas, que disminuyen o impiden la circulación de la sangre y por lo 
tanto el funcionamiento del sistema cardiovascular (aterogénesis), en donde las VLDL 
también juegan un papel importante al igual que la Lp(a). 

Debido a que las decisiones sobre el tratamiento se toman a menudo en función de los 
valores de LDL, esta prueba puede emplearse para monitorear, si es necesario prescribir 
algún fármaco hipolipemiante; no obstante, el diagnóstico debe realizarse teniendo en 
cuenta los datos clínicos observados por el médico. 

En el caso del colesterol HDL, se ha demostrado una correlación inversa entre su 
concentración plasmática y el riesgo a desarrollar ateroesclerosis. Las propiedades 
antiaterogénicas de las HDL pueden deberse al metabolismo de estas lipoproteínas y al 
transporte reverso, actividad antioxidante, protección de la función endotelial, regulación 
de la actividad secretoria del endotelio, regulación de la respuesta inflamatoria y 
regulación de la coagulación y fibrinóbisis. 

La relación matemática de la concentración colesterol total entre la concentración de 
colesterol HDL, conocido como índice aterogénico de Castelli, sirve como un predictor 
del posible riesgo cardiovascular que puede presentar el paciente, junto con la obesidad y 
diabetes. 

Los resultados suelen estar alterados en casos de hipotiroidismo, diabetes mellitus, 
obesidad, síndrome  nefrótico, pancreatitis aguda, ictericia obstructiva, 
hiperadrenocorticismo, ciertas retinopatías, insuficiencia hepática, síndrome de mala 
absorción, errores innatos del metabolismo e hipertiroidismo, entre otros. Los 
medicamentos, como anticonceptivos, diuréticos, PB-bloqueadores y algunos usados para 
tratar la depresión, también pueden elevar la concentración de colesterol. 

Varios trastornos de origen hereditario conducen a una concentración anormal de 
colesterol y de triacilgliceroles. Estos incluyen: hiperlipidemia familiar combinada, 
disbetalipoproteinemia familiar, hipercolesterolemia familiar, hipertrigliceridemia familiar. 

A continuación, se observan los valores de referencia para los analitos básicos de un 
examen de química sanguínea de seis elementos (cuadro 37-9). 


Cuadro 37-9. Intervalos de referencia para analitos básicos en química sanguínea 
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Glucosa 
Urea 


Creatinina 


Ácido Úrico 


Triacilgliceroles 


Colesterol 


Colesterol VLDL 


Colesterol LDL 


Colesterol HDL 


70a110 
15 a45 


0.59 a 1.04 mujeres 
0.77 a 1.32 hombres 


2.6 a 6.0 mujeres 
3.5 a 7.2 hombres 


>150 

150 a 200 cercano al óptimo 
> 200 alto 

> 1 000 muy alto 


<200 
200 a 230 cercano al óptimo 
> 240 alto 


2a30 


< 100 

100 a 129 cercano al óptimo 
130 a 159 límite alto 

160 a 189 alto 

> 190 muy alto 


40 a 60 


Urea 


Creatinina 


20435 g/24h 


8 a 18 mg/kg/24 h mujeres 
10 a 20 mg/kg/24 h hombres 
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Electrólitos 


Un electrolito es una sustancia que se disocia cuando está en solución formando iones 
positivos y negativos, los principales electrólitos que se encuentran en los líquidos del 
organismo son Na*, K*, CT, Ca?* y Mg?”. 

Los electrólitos desempeñan múltiples funciones en el cuerpo humano, entre éstas se 
encuentran: mantener la presión osmótica y la hidratación de los diversos 
compartimentos líquidos del organismo, la regulación de la función metabólica de los 
tejidos, intervienen en las reacciones de óxido-reducción, participan como cofactores de 
enzimas, entre otras, por lo cual, las concentraciones fuera de los límites de referencia, 
ponen de manifiesto gran variedad de trastornos. 


Electrólitos de mayor importancia clínica 
Sodio (Na*) 


Es el principal catión del líquido extracelular, desempeña un papel central en el 
mantenimiento de la hidratación, la presión osmótica y el potencial de membrana. La 
concentración plasmática del sodio está entre 132 y 145 mEq/L. 

Las hiponatremias pueden originarse por: extrema pérdida de orina, acidosis 
metabólica, enfermedad de Addison, diarrea y enfermedad tubular renal. 

La hipernatremia, puede presentarse en: hiperadrenalismo (síndrome de Cushing), 
deshidratación, daños cerebrales y tratamiento excesivo con sales sódicas. 


Potasio (K*) 

Es el catión intracelular que se encuentra en mayor concentración, es indispensable para 
el equilibrio de las células, que son las responsables de funciones como las contracciones 
musculares y la transmisión del impulso nervioso. 

La concentración plasmática del potasio se encuentra entre 3.5 a 5.0 mEq/L. 

La hipopotasemia o hipocalemia se presenta en: baja ingesta de potasio, pérdidas 
extrarrenales de potasio (vómitos, diarreas, sudoración), pérdidas renales de potasio por 
diuréticos, diuresis osmótica, hipopotasemia en normotensión arterial y con hipertensión 
arterial (HTA), por entrada celular de potasio (fármacos, estrés). 

La hiperpotasemia o hipercalemia puede deberse a: una ingesta alta de potasio, 
insuficiencia renal crónica o aguda, enfermedad de Addison, medicamentos como ciertos 
diuréticos, que causan una menor excreción de potasio que otros, o inhibidores de la 
ECA (enzima convertidora de anglotensina) o citostáticos, acidosis y desintegración 
celular (hemólisis, cirugía, quemaduras). 


Cloruro (CI) 


El ion cloruro es el principal anión extracelular, participa en el mantenimiento de la 
hidratación y la presión osmótica, su concentración plasmática oscila entre 98 y 106 
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mEq/L. 

La hipocloremia puede deberse a: enfermedad de Addison, síndrome de Bartter, 
quemaduras, insuficiencia cardíaca congestiva, deshidratación, hiperaldosteronismo, 
alcalosis metabólica, acidosis respiratoria (compensada), síndrome de secreción 
inadecuada de la hormona antidiurética. 

La hipercloremia puede presentarse por el uso de los inhibidores de la anhidrasa 
carbónica (utilizados para tratar glaucoma), diarrea, acidosis metabólica, alcalosis 
respiratoria (compensada) y acidosis tubular renal. 


Calcio (Ca*2) 

El calcio, además de su participación en la formación ósea, desempeña un papel en la 
contracción muscular, coagulación de la sangre, liberación de hormonas, el control de la 
actividad de las enzimas y la permeabilidad de las paredes celulares. 

Presenta una concentración plasmática de 4.5 a 5.5 mEq/L. 

Las posibles causas de la  hipercalcemia son: inmovilización prolongada, 
hipertiroidismo, enfermedad de Addison, sobredosis de vitamina D, hiperparatiroidismo, 
mieloma múltiple, metástasis Óseas, cáncer de mama, pulmón, próstata y riñón, otras 
posibles causas son la sarcoidosis y el uso de medicamentos como hormonas, litio, 
diuréticos de tiazida. 

La hipocalcemia se presenta en: insuficiencia renal, pancreatitis, enfermedades del 
intestino delgado, hipoparatiroidismo, deficiencia de albúmina, osteomalacia y raquitismo 
por deficiencia de la vitamina D, en dietas desequilibradas y por medicamentos, por 
ejemplo, los llamados diuréticos que actúan en el asa de Henle o la cortisona. 

Magnesio (Mg?”) 

Después del potasio, el magnesio es el más importante de los cationes intracelulares. Es 
un cofactor imprescindible para diferentes vías metabólicas. Desempeña un papel 
importante en el balance neuromuscular, donde actúa de forma paralela con el calcio, su 
concentración plasmática es de 1.5 a 2 mEq/L. 

La hipermagnesemia es poco frecuente, puede observarse en: deshidratación, 
traumatismo de los tejidos, hipoadrenocortisismo, insuficiencia renal, hipotiroidismo, uso 
excesivo y prolongado de algunos fármacos como litio, progesterona y ácido 
acetilsalicílico. 

La hipomagnesemia es desde el punto de vista clínico más importante, se genera en 
pancreatitis aguda, diarreas crónicas, fistulas intestinales,  hipoparatiroidismo, 
elomerulonefritis crónica, hiperaldosteronismo, cetoacidosis diabética, desnutrición y 
alcoholismo crónico. 
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Enzimología clínica 


Las enzimas en los análisis clínicos son importantes y se emplean con diferentes fines, se 
utilizan como reactivos biológicos en la determinación de los analitos, cuando se 
cuantifica la concentración o su actividad en los fluidos biológicos para el diagnóstico, 
pronósticos de enfermedades, o ambos y en la investigación biomédica, por ejemplo, en 
los estudios genéticos asociados con las enzimas del metabolismo. 

En la sangre hay enzimas que realizan funciones específicas, por ejemplo, las implicadas 
en el metabolismo de las lipoproteínas o en los procesos de coagulación. Otras enzimas, 
llegan a la circulación y no tienen una función específica en el plasma, su concentración 
es pequeña en condiciones normales, a estas enzimas se les conoce como “enzimas de 
escape” porque su incremento en el plasma está asociado con alteraciones en los tejidos 
de los que provienen, el cuantificar su actividad provee información valiosa para el 
diagnóstico y el pronóstico del daño tisular. Si el daño tisular es agudo, la liberación de las 
enzimas incrementa y desciende de manera rápida y si es crónico, las enzimas pasan a la 
circulación de forma constante a lo largo de cierto tiempo. 

La liberación de estas enzimas a la sangre puede deberse a un incremento de la 
permeabilidad de las membranas, destrucción celular, o ambas como en el infarto al 
miocardio, cuando hay un incremento del metabolismo en procesos cancerosos y en la 
obstrucción de la secreción de las glándulas exocrinas, por ejemplo, en el páncreas. 

Por otro lado, la presencia de las enzimas de escape en plasma está sujeta a la 
magnitud del daño celular que puede provocarse por la respuesta inmunitaria estimulada 
por microorganismos o debida a procesos químicos o físicos. 

La velocidad de incorporación a la circulación depende de la irrigación del tejido y del 
tamaño molecular de la enzima, lo que le facilita o no, cruzar las paredes vasculares para 
llegar al torrente circulatorio. La estabilidad de la actividad enzimática y la velocidad de 
eliminación pueden variar de horas a días. 

Es necesario resaltar, que cada tejido tiene una concentración determinada de enzimas. 
En este sentido, la determinación de la actividad de las enzimas de escape en plasma 
provee información valiosa para el diagnóstico y pronóstico de algunas patologías por su 
ubicación tisular, como se muestra en el cuadro 37-10. 


Cuadro 37-10. Uso diagnóstico de las enzimas de escape 


AST o GOT Hígado, corazón, músculo esquelético Enfermedad hepática 

ALT o GPT Hígado, riñones, corazón Enfermedad hepática 

Amilasa Páncreas Pancreatitis aguda 

CK Corazón, músculo esquelético Infarto del miocardio, trastornos del músculo esquelético 
Fosfatasa ácida Próstata Carcinoma de próstata 

Fosfatasa alcalina Huesos, higado, placenta Enfermedades óseas 

LDH Corazón, músculo esquelético Infarto de miocardio 
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Lipasa Páncreas Pancreatitis aguda 


GGT Hígado Enfermedad hepática 
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Transaminasas 


La degradación de los aminoácidos inicia con la separación del grupo a-amino por las 
enzimas aminotransferasas, también denominadas transaminasas. En el organismo se 
producen múltiples reacciones de transaminación, pero las transaminasas con valor 
clínico son: 


1) Aspartato-aminotransferasa O transaminasa glutámico-oxalacética (AST o GOT) 
cuya vida media es de 48 h y su localización principal es el corazón, músculo 
esquelético, riñones, cerebro, páncreas, pulmón, eritrocitos y leucocitos. 

2) Alanino-aminotransferasa o transaminasa glutámico-pirúvica (ALT o GPT) con una 
vida media de 18 h y se localiza casi en exclusiva en el citosol del hepatocito. 


La elevación sérica de transaminasas se correlaciona con la liberación a la sangre del 
contenido enzimático de los tejidos afectados. 


Aplicación clínica 


Aunque un aumento de la AST en suero no es específico de enfermedad hepática, la 
determinación complementaria de la ALT y fosfatasa alcalina se usan sobre todo para su 
diagnóstico y seguimiento en el caso de la hepatitis. También se emplean en el control 
posinfarto, en pacientes con traumatismos, trastornos del músculo esquelético entre 
otras. 

Los factores que pueden modificar o influir en los resultados son la edad y el sexo. En 
adultos saludables, ALT y AST se presentan más elevadas en varones que en mujeres. 
Hasta los 15 años de edad, el nivel de AST es mayor que la ALT, mientras que, en 
adultos, la ALT tiende a ser mayor que la AST. Arriba de 60 años, ALT y AST se 
presentan en niveles iguales. 

La diferencia de resultados en días seguidos llega a 10% en la AST y 30% en la ALT. 

Personas con sobrepeso pueden tener resultados 30 a 40% superiores en ambas 
transaminasas. 

La práctica de ejercicios extenuantes eleva hasta tres veces la AST y los ejercicios 
aeróbicos, de forma sistemática, reducen hasta 20% la ALT. Los resultados pueden 
modificarse por fármacos como: antiepilépticos, estatinas, salicilatos, anticonceptivos 
orales, paracetamol y eritromicina. 

Algunas patologías relacionadas con niveles fuera de los límites de referencia de las 
transaminasas son: pancreatitis, infarto agudo de miocardio, miocarditis, insuficiencia 
cardiaca congestiva, polimiositis, dermatomiositis, mioglobinurias, alteraciones tiroideas, 
distrofias musculares, tromboembolismo pulmonar, enfermedad celiaca, hepatopatía 
alcohólica, infecciones por virus de la hepatitis A, B y C, mononucleosis infecciosa, 
citomegalovirus, virus Ebstein-Barr; esteatosis, cirrosis hepática o biliar. 
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Creatina cinasa 


La cretina cinasa (CK) se presenta como un dímero que cataliza la fosforilación 
reversible de la creatina por ATP y existen tres diferentes isoformas: CK-BB (tipo 
cerebral), CK-MB (tipo híbrido) y CK-MM (tipo muscular). En la figura 37-7 se describe 
su distribución tisular y las enfermedades en las que se encuentran aumentadas. 


Accidente 
cerebrovascular 
convulsión 


Infarto Cáncer de 


Parto pulmonar próstata Hipotiroidismo 


Infarto de miocardio Distrofia muscular Infarto de miocardio Transtorno del músculo esquelético 
Isquemia tipo Duchenne Poliomielitis 
Cirugía cardiaca Poliomelitis Hipotiroidismo 
Angina Hipertermina maligna Inyección intramuscular 


Fiebre manchada de las 
Montañas Rocosas 


Figura 37-7. Se representan los tipos de isoenzimas de CK, localización y enfermedades que provocan aumento 
de la concentración. 


Aplicación clínica 


Las concentraciones de CK varían dependiendo de la masa muscular, sexo, raza, edad y 
acondicionamiento físico. Por ejemplo, los valores de CK en sujetos que se ejercitan son 
menores que los de sujetos sedentarios. 
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La CK total se incrementa en el suero de pacientes cuando hay lesión, inflamación o 
necrosis en músculo esquelético o cardiaco, en trastornos como miositis viral o 
polimiositis, hipotiroidismo, hiperpirexia maligna y síndrome de Reye e inclusive en el 
diagnóstico inicial de infección con Vibrio vulnificus. Se puede presentar un incremento 
ocasional en la actividad de la enzima en trastornos del sistema nervioso central, como 
convulsiones, enfermedad cerebrovascular, degeneración nerviosa, traumatismos 
musculares resultado de cirugías o inyecciones intramusculares. En rabdomiólisis aguda, 
debido a la lesión, se pueden generar valores 200 veces mayores al límite superior de 
referencia. 

Algunos fármacos pueden incrementar la actividad de la CK como las estatinas, 
fibratos, antirretrovirales y antagonistas del receptor de angiotensina tipo II. 

En el infarto agudo al miocardio la determinación de la CK junto con la LDH y la 
troponina I o T ayudan en el diagnóstico. El curso temporal de la CK-MB después de un 
infarto agudo al miocardio es característico, la concentración de CK-MB incrementa con 
un máximo entre 12 a 24 h; después de 48 a 72 h la concentración regresa a valores 
normales. 

La CK se eleva en el suero de la madre durante el parto y aumenta más si se realiza 
una intervención quirúrgica. La concentración sérica de CK y la relación 
CK/progesterona contribuye al diagnóstico del embarazo ectópico. 
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Lactato deshidrogenasa 


La enzima lactato deshidrogenasa (LDH) tiene cinco isoenzimas y las proporciones de 
éstas varían en los diferentes tejidos, pero la actividad total de LDH entre ellas es similar. 


Aplicación clínica 

La presencia de la LDH se incrementa en la leucemia linfoblástica aguda y en melanoma 
diseminado. Por su poca especificidad, se recomienda emplear otros marcadores como 
AST, ALT y CK, para proveer más información sobre el origen del aumento de la 
actividad de LDH. Valores normales de AST, ALT y CK, y elevados de LDH podrían 
indicar daño en eritrocitos, leucocitos, riñón, pulmón y nódulos linfáticos. 

Las altas concentraciones de LDH, se emplean para predecir la tasa de supervivencia y 
duración de la enfermedad en linfoma no Hodgking. Cifras elevadas de LDH se 
correlacionan con estadios avanzados de mieloma múltiple y son un parámetro para que 
el paciente sea candidato para un alotransplante. Debido a que la LDH se eleva en 
muchas condiciones, su importancia clínica deriva de la determinación de sus diferentes 
isoenzimas. Por ejemplo, en tumores predomina la síntesis de LDH-5; en el caso de 
tumores de células germinales, seminomas o teratomas se eleva la LDH-1. En la figura 37- 
8 se describen las isoenzimas, su distribución tisular y el trastorno asociados al 
incrementar su actividad. 
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Infarto agudo 
al miocardio 


enanas | Infarto cortical 
eléctricas o térmicas 
DH-1>LDH-2 
Traumatismos o 5 je ddus ii 
DH-1>LDH- 
T | L LDH-2 
e (DH <me LDH LDH-4, LDH-5 ———> 
B p a Ejercicio físico 
Hepatitis extenuante 
LDH-5 LDH-1 


LDH-2, LDH-3, LDH-4 Ss 


Carcinoma Anemia 
prostático perniciosa 


Infarto pulmonar 


Figura 37-8. Algunas causas del incremento de las isoenzimas de LHD. 


Las isoenzimas LDH-1 y LDH-2 se encuentran alrededor de las mismas proporciones 
en los mismos tejidos. Sin embargo, la LDH-1 está en una mayor cantidad en eritrocitos 
y tejido cardiaco, por lo que se ha empleado como marcador de infarto agudo al 
miocardio y hemoólisis intravascular. La relación LDH-1/LDH-2 es un indicador de 
anemias hemolíticas, infarto de miocardio, deficiencia de folatos e infarto renal. 

En el infarto agudo al miocardio la actividad total de LDH se ve aumentada entre las 12 
a 24 h, alcanzando un máximo entre las 48 a 72 h y se mantiene elevada durante 10 días. 

El incremento en la relación LDH-5/LDH-4 se observa en lesión hepática aguda 
(hepatitis) o crónica (cirrosis) y en congestión parenquimatosa. Se ha observado que la 
relación LDH/AST > 22.12, permite diferenciar a la púrpura trombótica 
trombocitopénica de otras anglopatías trombóticas. 
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Gamma-glutamil transferasa 


La enzima gamma-glutamil transferasa (GGT) está presente en el túbulo proximal renal, 
en el hígado, páncreas e intestino; se localiza tanto en el citoplasma como en la 
membrana celular donde participa en el transporte de aminoácidos y péptidos. 


Aplicación clínica 


La GGT se encuentra elevada en pacientes con cualquier enfermedad hepática y es un 
indicador sensible; sin embargo, su utilidad clínica está limitada porque es poco 
específica, la determinación tiene mayor valor clínico cuando sus valores son 
comparados con el de otros metabolitos o enzimas, que son tejido específicas, por 
ejemplo, la fosfatasa alcalina, transaminasas o bilirrubina. 

La GGT se encuentra entre 5 y 30 veces en el límite superior de referencia en los 
casos de obstrucción biliar intrahepática; se eleva en pacientes con neoplasias hepáticas 
primarias o metástasis y en hepatitis infecciosas, en pacientes con hígado graso y en 
intoxicación transitoria por fármacos se presentan pequeños aumentos (cuadro 37-11). 


Cuadro 37-11. Factores que afectan la GGT no hepáticos 


IMC 25% mayor con leve aumento de del IMC 
50% mayor con IMC > 30 
Ingesta de Disminuye después de las comidas; aumenta a medida que pasa el tiempo luego de una ingesta de comida 
comida 
Embarazo 25% menor durante los primeros meses del embarazo 
Fármacos Aumenta por carbamazepina, cimetidina, furosemida, heparina, isotretinoina, metotrexato, anticonceptivos orales, 


fenobarbital, fenitoína, ácido valproico 
Tabaquismo 10% may or con un paquete/día; aproximadamente el doble para los fumadores de varias cajetillas 


Consumo de Relación directa entre la ingesta de alcohol y gamma GT 
alcohol 


Tomado de: Acta Bioquím Clín Latinoam 2005;39(3):359-376. 


En pacientes con pancreatitis, si se asocian con obstrucción hepatobiliar, la 
concentración de la enzima se incrementa entre 5 y 15 veces el límite superior de 
referencia; en pacientes con hepatitis alcohólica y en los que reciben anticonvulsivos, el 
aumento puede deberse al efecto tóxico del alcohol y de los fármacos sobre el sistema 
microsomal de las células hepáticas. 
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Amilasa 


La amilasa sérica deriva del páncreas y glándulas salivales. Otros tejidos que presentan 
baja actividad de amilasa son los ovarios, intestino delgado, intestino grueso y sistema 
músculo esquelético. 


Aplicación clínica 

La determinación de la concentración de la amilasa en suero y orina se aplica en el 
diagnóstico de enfermedades del páncreas como la pancreatitis crónica o aguda. En la 
pancreatitis aguda se presenta un aumento de 70 a 95%. También se incrementa en 
seudoquistes pancreáticos, obstrucción de los conductos pancreáticos, colecistitis, 
coledocolitiasis, carcinomas pancreáticos, litiasis, estenosis, obstrucción e infarto 
intestinal, parotiditis, úlcera péptica perforada o penetrante, peritonitis, rotura de 
embarazo ectópico, perforación intestinal La hiperamilasemia se puede deber a 
insuficiencia renal, dolor abdominal agudo, tumor en pulmones u ovarios, lesiones en las 
glándulas salivales, traumatismo cerebral y alcoholismo crónico, entre otras. La amilasa 
disminuye en la insuficiencia pancreática, fibrosis quística y suele ser normal o baja en la 
pancreatitis crónica. 

Entre los factores que interfieren con los resultados se encuentran las soluciones 
intravenosas de dextrosa, que pueden dar resultados falsos negativos, la lipemia sérica, 
que muestra reducciones falsas de la actividad de la amilasa, ácido acetilsalicílico, 
corticoesteroides, dexametasona, furosemida, metildopa, prednisona y opiáceos, que 
suelen aumentar los niveles séricos de la amilasa. 
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Lipasa 


Las lipasas se producen en especial en hígado, intestino, lengua y estómago. 


Aplicación clínica 


La determinación de la lipasa permite conocer si hay alteraciones del páncreas. Los 
niveles de la lipasa se mantienen elevados más tiempo en comparación con la amilasa. La 
actividad de la lipasa sérica incrementa entre las 4 y 8 h después de que se presenta una 
pancreatitis aguda, su máxima concentración (hasta 50 veces) se alcanza a las 24 h y su 
disminución entre los 8 y 14 días. 

En las pancreatitis crónicas, la lipasa sérica suele encontrarse elevada, pero no es 
excepcional encontrar concentraciones normales e incluso disminuidas. 

La lipasa aumenta en la pancreatitis aguda o crónica, seudoquistes pancreáticos, 
tumores malignos del páncreas, peritonitis, enfermedades biliares, hepatopatías, diabetes 
mellitus (en especial la cetoacidosis diabética), enfermedades intestinales, tumores 
malignos del estómago o perforación de dicho órgano, fibrosis quística, enfermedad 
inflamatoria (enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa). 

En el cuadro 37-12 se resumen los intervalos de referencia para las diferentes enzimas de 
escape. 


Cuadro 37-12. Valores de referencia para enzimas de escape 


AST 

Hombres 38 
Mujeres 31 
ALT 

Hombres 40 
Mujeres 32 
CK 

Hombres 195 
Mujeres 170 
LDH 230 a 460 
GGT 

Hombres 11a50 
Mujeres ED 
Amilasa 200 
Lipasa < 38 
En pancreatitis aguda 21a67 


Estos intervalos de referencia sólo son una orientación. 
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Es recomendable establecer los valores que correspondan a cada población. 


En la mayoría de los casos los cambios que se observan en la concentración de las 
enzimas del plasma permiten determinar la localización y la naturaleza de los cambios 
patológicos que se producen en los tejidos del cuerpo. Sin embargo, muchos procesos 
fisiológicos normales pueden provocar aumentos en el suero de algunas enzimas, que no 
se relacionan de forma precisa con alguna enfermedad. Son ejemplo de ello, el aumento 
en los niveles y actividad de fosfatasa alcalina por los osteoblastos productores de hueso 
en los niños cuando se encuentran en crecimiento, lo que debe distinguirse del aumento 
de la fosfatasa alcalina por actividad osteoblástica elevada en varias enfermedades óseas. 
En el cuadro 37-13 se describen los cambios relativos en la concentración de enzimas de 
escape que pueden observarse en algunas enfermedades. 


Cuadro 37-13. Concentración de enzimas de escape en situaciones patológicas 


ALT + q HH ++ ++ 
LDH +++ ue ++ + 
CK TARH + + + 
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Integración de los análisis clínicos 


Las vías metabólicas que se revisan en este libro, muestran que las funciones celulares 
son específicas para cada tejido, en donde los metabolitos (analitos), iones y enzimas que 
participan, aunque comparten un mismo código genético, comprenden procesos 
bioquímicos con contenidos particulares de las enzimas y de los metabolitos que 
participan. Así, la enzima AST, aunque se encuentra en varios tejidos, su concentración 
no es igual en todos, por lo que su liberación puede permitir conocer el tejido dañado. 
Aún más, la combinación de la determinación de varios parámetros de la bioquímica 
clínica es una poderosa herramienta para apoyar el diagnóstico, emprender una terapia 
adecuada y hacer el seguimiento y pronóstico de una enfermedad en beneficio de la 
recuperación de la salud del paciente. 

Por lo tanto, la alteración en la homeostasis del organismo, podría provocar que uno o 
más de los metabolitos o enzimas se encuentren fuera del intervalo de referencia, 
creando un patrón en la mayoría de los pacientes con la misma enfermedad, que, en 
conjunto con los signos y síntomas del paciente, además de otros estudios de gabinete, 
permiten al médico el diagnóstico o pronóstico de dicha enfermedad. A continuación, a 
manera de ejemplo, se señalan diferentes determinaciones bioquímicas que son de 
utilidad para la evaluación de algunas patologías. 


Función Hepática 
Para evaluar la integridad hepática, se pueden determinar varias enzimas siendo las más 
empleadas la FA, GGT, LDH y las aminotransferasas. 

La función hepática se evalúa por la síntesis de algunas proteínas como albúmina, 
trombina y protrombina (midiendo los tiempos de coagulación), así como las 
concentraciones de bilirrubina total, directa e indirecta y la concentración del amoniaco 
sérico. En el cuadro 37-14 se muestran las concentraciones de algunos analitos en 
diferentes hepatopatías. 


Cuadro 37-14. Concentración de enzimas de escape en diferentes hepatitis 


Aminotransferasas 350 a 1 400 UL 70 a 280 UL 350-1400 UI/L 350 a 1 400 UL 
AST/ALT <1 >2 <1 <1 

GGT 82 a410 UL > 205 UI/L > 205 UL > 205 UL 
FA < 390 UIN/L 130 a 390 UL < 390 UL < 390 UL 
Bilirrubina total 2.4 a 12 mg/dL 2.4 a 12 mg/dL 2.4-12 mg/dL 2.4 a 12 mg/dL 
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Función Cardiovascular 


Las enfermedades cardiovasculares son un grupo de alteraciones del corazón y de los 
vasos sanguíneos, que se asocian con la aterosclerosis, que es provocada por los 
depósitos de colesterol en las arterias, lo que tiene repercusiones sobre los diferentes 
órganos, por lo que es importante su prevención y diagnóstico temprano, considerando 
los factores de riesgo, mostrados en el cuadro 37-15, y evaluando de forma periódica las 
concentraciones de lípidos en sangre como se muestra en la figura 37-9. 


Cuadro 37-15. Factores de riesgo cardiovascular (FRCV) 


Antecedentes personales de EVC 
Hipertensión arterial 

Diabetes mellitus 

C-LDL elevado 

C-HDL disminuido 

Edad 


Sexo 


Sobrepeso/obesidad 

Inactividad física 

Síndrome metabólico 

GBA/TAG 

Historia familiar de EVA prematura 
Aterosclerosis subclínica 
Albuminuria/ERC 

Hipertrofia ventricular izquierda 
Fibrilación auricular 

Factores genéticos y raciales 


Edad 


Sexo 


Factores lipídicos 

TAG 

Apolipoproteínas 
Lipoproteína a 
Subfracciones lipoproteicas 
Factores no lipídicos 
Resistencia a la insulina 


Marcadores protrombóticos 
Marcadores proinflamatorios 
Alcohol 

Calcio 

Dieta hiperlipídica 

Estrés socioeconómico/p sicosocial 
SHAOS 

Edad 


Sexo 


GBA: glucemia basal alterada, ERC: enfermedad renal crónica, SHAOS: síndrome de apnea obstructiva del sueño. 
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Concentración de colesterol total, LDLc y HDLc Repetir determinación de colesterol 

como factores de riesgo para la enfermedad total y HDLe en 5 años 

cardiovascular (RECV) Proveer educación nutricional y de 
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Figura 37-9. Esquema que muestra la secuencia sugerida para el control, seguimiento y prevención de 
enfermedades cardiovasculares. 


Función Renal 


Debido a que la insuficiencia renal crónica se puede presentar en sus inicios sin síntomas, 
el médico podría detectar la enfermedad a través de estudios en sangre y orina como la 
presencia de proteína o albúmina en orina, tasa de filtración glomerular, calculada con 
base en la concentración de creatinina sérica, nitrógeno ureico y la relación 
albúmina/creatinina. En la evolución de la enfermedad, otros analitos se modifican y 
contribuyen a evaluar la función renal; ácido úrico, glucemia, colesterol, sodio, potasio, 


calcio, fosforo, HCOx' y el examen general de orina, sobre todo el análisis del sedimento 


urinario. En el cuadro 37-16 se enlistan algunos parámetros que evalúan el desarrollo de la 
insuficiencia renal crónica. 


Cuadro 37-16. Parámetros bioquímicos que evalúan la función renal 
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Evolución 
insuficiencia renal 


Creatinina sérica > 1.2 mg/dL > 1.7 mg/dL > 4 mg/dL 
Urea sérica > 20 mg/mL 20 a 50 mg/dL > 100 mg/dL 
Albúmina o proteínas en orina Albuminuria Albuminuria Proteinuria 

< 30 mg/dL > 30 mg/dL > 300 mg/dL 
Tasa de filtración glomerular De 90 a 120 mL /min 45 a 59 mL/min 15 a 29 mL/min 
Relación albúmina/creatinina < 30 mgg 30 a 300 mg/g > 300 mgg 


© Preguntas de reforzamiento 


1 ¿Qué es la variabilidad en el laboratorio de análisis clinicos? 


a) Se refiere a la variación de los resultados que se obtiene al estudiar el material genético de una población o especie. 
b) Hace referencia al grado de variación que hay en un conjunto de observaciones. 
c) Es la característica que tienen los seres vivos que los diferencia entre individuos de la misma especie. 


d) Todos los factores biológicos y analíticos que influyen desde antes de la toma de muestra hasta la obtención de los 
resultados. 


2 ¿Qué es un ensayo enzimático en los análisis clínicos? 


a) Método en el cual la enzima actúa sobre un sustrato específico, que permite cuantificar la desaparición del sustrato o la 
aparición de un compuesto. 

b) Estudio que se realiza en las enzimas para conocer su secuencia de aminoácidos y su actividad. 

c) Método que consiste en reacciones acopladas para purificar, identificar y cuantificar enzimas. 


d) Exámenes de laboratorio comúnmente empleados para detectar anticuerpos en sangre en el que participan enzimas. 


3 Una enzima tiene valor diagnostico cuando: 


a) Su actividad es inducible por lo que aumenta su concentración intracelular 


b) Su activad se incrementa en el plasma por la lisis celular 
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C) Las enzimas sufren de modificaciones postraduccionales 


d) Su concentración intracelular disminuye por represión génica 


Á Para que usted evalué la función cardiovascular de un paciente además de la química sanguínea que otros estudios de laboratorio 
clínico químico solicitaría: 


a) Únicamente la química sanguínea 
b) Cuantificación de electrolitos 

c) Enzimas de escape 

d) Perfil tiroideo 


5 El daño a estos órganos se asocia con el incremento de la actividad de transaminasas en sangre: 


a) Hígado, músculo esquelético y riñón 
b) Páncreas, tejido óseo e hígado 
c) Corazón, páncreas y próstata 


d) Músculo esquelético, placenta e hígado 


6 ¿Qué enzimas y proteínas contribuyen al diagnóstico de infarto agudo del miocardio? 


a) AST, LDH y protrombina 
b) CK, LDH y troponina 

€) CK, AST y albúmina 

d) AST, GGT y troponina 


Respuestas: 1. d, 2. a, 3. b, 4. c, 5. a, 6. b. 
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